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1 Einleitung 
Das kybernetische Modell des Lebens stellt einen Regelkreis dar, in dem die Gene, der 
Organismus und die Umgebung kontinuierlich Informationen austauschen (Rifkin 1998). Der 
Organismus, an die Gravitationsverhältnisse der Erde adaptiert, verfügt über Mechanismen 
der Wahrnehmung und Nutzung der Schwerkraft zur Erhaltung seiner Vitalität. Veränderte 
Schwerkraftverhältnisse, der z.B. Astronauten während Weltraumaufenthalten ausgesetzt 
sind, verlangen eine Anpassung des gesamten Körperhaushaltes. Die akut auftretenden 
Kurzzeiteffekte lassen sich unter dem Begriff der „Space Motion Sickness“ zusammenfassen. 
Dabei treten Beschwerden wie Schwindel (Nausea) und Erbrechen (Emesis), 
Darmverstopfung (Obstipation), Schlaflosigkeit (Insomnie), Kopf- und Rückenschmerzen 
(Hinghofer-Szalkay 1996, Bie et al. 1996, van Loon et al. 1996) auf. Bedingt durch die 
physischen Belastungen eines Raumflugs wirken psychoendokrine Veränderungen zusätzlich 
symptomverstärkend. Da Astronauten bei Start und Landung außerdem vermehrter 
Gravitation ausgesetzt sind, erfordert die Kopplung der Effekte von Hypo- und 
Hypergravitation eine hohe Anpassungsfähigkeit homöostatischer Prozesse. Die erhöhte 
kosmische Strahlung stellt eine zusätzliche Gefährdung der organischen Vitalität dar. Daher 
bildet die medizinische Versorgung der Astronauten einen wichtigen Bestandteil einer jeden 
Weltraummission. 
1.1 Effekte veränderter Gravitationsbedingungen auf humane Zellsysteme 
Mit der Perspektive einer Marsexpedition von mindestens 33 Monaten Aufenthalt in 
Hypogravitation ist es gegenwärtiges Ziel der Raumfahrtforschung, Untersuchungen 
bezüglich der Gravitationssuszeptibilität des humanen Organismus und dessen 
Adaptationsprozesse zu fördern, um Gesundheitsrisiken von Astronauten während langer 
Weltraumaufenthalte abschätzbarer werden zu lassen. Diese Studien beinhalten u.a. 
Grundlagenforschung auf der Ebene molekularer Anpassungsmechanismen. Um diesen auf 
den Grund zu gehen, wurden zahlreiche in vitro Experimente an Bord von Raumfähren und 
der Internationalen Raumstation (ISS) realisiert. Die Exposition von Hypo- und 
Hypergravitation auf biologische Systeme resultiert aufgrund des Einflusses auf Morphologie, 
Proliferation und Genexpression in einem veränderten metabolen und molekularen 
Zellhaushalt (Cogoli et al. 1984). Das durch vermehrten Schwerkraftreiz in Dysbalance 
gebrachte biologische System entwickelt zellprotektive Mechanismen, die durch ihre 
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multiplikatorischen Effekte eine nachhaltige Beeinflussung auf Funktionen des Gesamt-
organismus ausüben können. Welcher molekulare Mechanismus unmittelbar von veränderter 
Gravitation beeinflusst wird, ist noch weitestgehend ungeklärt. Durch Untersuchungen auf 
diesem Gebiet können patho-/physiologische Funktionen der zellulären Signalverarbeitung 
besser verstanden und in Prozesse, den Gesamtorganismus betreffend integriert, werden. 
Somit stellt die Gravitationsforschung ein Mittel zur perspektivisch veränderten 
Betrachtungsweise biologischer Mechanismen und damit auch zum Erwerb von 
Erkenntnissen klinischer Bedeutung dar. 
Die unproblematische Umsetzbarkeit von Hypergravitationsexperimenten in der Zentrifuge 
macht diese zu einer nützlichen „pre-flight“ Apparatur, und ermöglicht so eine 
aufwandersparende Voreinschätzung biologischer Mechanosensitivität in veränderten 
Schwerkraftverhältnissen auf makro- und mikroskopischer Ebene. Vermehrte Gravitation 
bedeutet im Gegensatz zu Mikrogravitation einen sensorischen „Input“, welcher in vielen in 
vitro Zellsystemen eine Erhöhung der Proliferationsrate zur Folge hat (Moore et al 1996). 
Kumei et al. (1989) konnten in ihren Untersuchungen mit HeLa-Zellen der 
Proliferationssteigerung eine vermehrte Expression des proliferationsregulierenden Onkogens 
c-myc zugrunde legen. Takemura und Yoshida (2001) komplettierten die Ergebnisse, indem 
sie parallel eine erhöhte Expression der Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Polymerase alpha 
nachwiesen. Damit scheint Hypergravitation aberrante Proliferation zellspezifisch zu 
stimulieren. Ivanova et al. (2004) fanden Unterschiede in der Verarbeitung vermehrten 
Schwerkraftreizes von nicht und stark metastasierenden Melanomzellen. Anhand dessen 
konnte eine unterschiedliche Signaltransduktion der beiden Phänotypen im Zusammenhang 
mit dem Botenstoff zyklisches 3´,5´-Guanosin-monophosphat (cGMP) festgestellt werden, 
welche mutmaßlich mit dem Metastasierungspotential der Zellen korreliert.  
1.2 Gravitationssensitivität melanozytärer Zellen 
Für Untersuchungen der mechanischen Suszeptibilität von Zellsystemen eignen sich vor allem 
Zellen der Haut, da diese als erste Barriere zwischen Umwelt und Organismus in die 
unmittelbaren Protektionsreaktionen des Körpers gegenüber biochemischen und 
physikalischen Einflüssen involviert ist, welche sich direkt auf deren Physiologie und 
Homöostase auswirken. Mittels eines sensitiven Signalnetzwerks können die 
Körperfunktionen an bestehende Umweltbedingungen angepasst werden. Damit übernimmt 
die Haut gleichzeitig die Aufgabe eines Speicher-, Ausscheidungs-, Aufnahme- und 
Sinnesorgans. 
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1.2.1 Humane epidermale Melanozyten und Melanomzellen  
Solare ultraviolette (UV) Strahlung stellt einen bedeutsamen Umweltfaktor dar, der die kutane 
Homöostase dramatisch beeinflusst. Zu den akuten Effekten zählen eine Schädigung der 
DNA, Stimulation apoptotischer Prozesse, Ausbildung eines entzündlichen Erythems, 
Immunsuppression und vermehrte Pigmentierung. Hautalterung und die Ausbildung von 
Hautkrebs stellen die Langzeitfolgen UV basierter Hautschädigung dar. Die für die Bräunung 
der Haut zuständigen pigmentbildenden Zellen (Melanozyten) sind in der Basalmembran 
zwischen Dermis und Epidermis lokalisiert und repräsentieren ca. 8-10% aller epidermalen 
Zellen. Diese gewährleisten durch die konstitutive und UV-induzierte Synthese des Pigments 
Melanin (Eumelanin und Phäomelanin) eine Minimierung akuter Hautschäden. Die 
Biosynthesewege beider Melaninarten basieren auf der Hydroxylierung der Aminosäure 
Tyrosin zu Chinonderivaten, differieren in den nachfolgenden Intermediärprodukten und 
resultieren entweder in schwarz-braun phänotypisiertes Eumelanin oder gelb-rötlichem 
Phäomelanin. Die Melaninsynthese, Melanogenese genannt, findet in spezifischen 
zytosolischen Zellkompartimenten, den Melanosomen, statt (Hearing 1997). Die dendritische 
Morphologie der Melanozyten ermöglicht eine zytokrine Abgabe der Melanosome an 
umliegende Zellen, die Keratinozyten, die zum Schutz der Haut die funktionale, epidermale 
Melanineinheit bilden (Fitzpatrick 1963). In den Keratinozyten bilden die Melanosome um 
den Nukleus so genannte Melanin-„caps“, welche durch Filterung von Strahlung und freier 
Radikale UV-basierte Schäden der epidermalen DNA reduzieren (Costin und Hearing 2007). 
Nimmt der oxidative Stress überhand, kann die Akkumulation von Radikalen degenerative 
Prozesse auslösen, welche in Depigmentierungen wie im Krankheitsbild von Vitiligo oder 
melanozytärer Transformation resultiert. Bedingt durch ihre Lokalisierung, genetische 
Beschaffenheit und dendritische Morphologie übernehmen Melanozyten ferner eine wichtige 
Funktion in der Abwehr exogener Pathogene über die Synthese von z.B. Zytokinen (Köck et 
al. 1991), der phagozytotischen Eliminierung von Antigenen (Le Poole et al. 1993a) und als 
antigenpräsentierende Zellen für CD4+ T-Zellen (Le Poole et al. 1993b). Melanomzellen, 
karzinogene Neoplasmen der Melanozyten, besitzen auf Basis multipler Mutationen die 
Fähigkeit, sich der Interaktion und der Identifizierung durch das Immunsystem zu entziehen 
(Das et al. 2001) und damit ungehindert zu proliferieren. Nach vermehrter Sonnenexposition 
mit akut inflammatorischen Hautschäden (Dermatitis solaris) kann sich durch den 
kumulativen UV-Effekt ein unbalanciertes Verhältnis zwischen Proliferation und Apoptose 
zugunsten eines unkontrollierten Wachstums und der Ausbreitung der melanozytären Zellen 
tumorinhärenten Charakters entwickeln.  
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Hinsichtlich histologischer Kriterien werden mehrere Stadien einer Melanomkarzinogenese 
definiert. Einer Aggregation von Melanozyten (Nävuszellnävi) folgt die Entwicklung 
dysplastischer Nävi. Dem schließt sich die radiale Wachstumsphase in Form einer 
epidermalen Ausbreitung an. Mit vertikaler Migration, die durch die Expandierung in Dermis 
und subkutane Regionen mit Befall des vaskulären und lymphatischen Systems charakterisiert 
ist, dissoziieren die Neoplasmen durch Expression proteolytischer Proteine und zytoskelettale 
Modifizierungen von der epidermalen Melanineinheit in das umliegende Stroma (Bennett et 
al. 1993).  
Melanome sind für ihre Resistenzen gegenüber einer Vielzahl von in Medikamenten 
eingesetzten Substanzgruppen bekannt (Multidrug-Resistenz), welche deren hohe Letalität 
begründen. Zu den wichtigsten Chemoresistenzmechanismen von Tumoren zählen eine 
Inaktivierung apoptotischer Prozesse bei gleichzeitiger Expression antiapoptotischer Faktoren 
in Kombination mit aberranter Proliferation, verbesserten DNA-Reparationsmechanismen und 
reduzierter intrazellulärer Substratakkumulation, welche für Melanomzellen sogar in vitro 
beobachtet werden können (Schadendorf et al. 1994). Die Substanzen Dacarbazin, Vindesin, 
Cisplatin, Fotemustin und Temozolomid sind bisher die therapeutischen Präparate der Wahl 
(La Porta 2007). Jedoch nur eine Minderheit der Melanompatienten spricht auf diese 
Substanzen an. Mittels Dacarbazin beispielsweise kann trotz dessen hoher Zytotoxizität 
lediglich ein kuratives Potential von weniger als 5% erreicht werden (La Porta 2007). Das 
niedrige Auftrittsalter (Ø 45 Jahre) und die Überlebensrate von 6-9 Monaten nach 
Metastasierung machen das maligne Melanom zu einem der gefährlichsten Krebsarten mit 
einer Sterblichkeitsrate von ca. einem Viertel der 44.000 jährlichen Neuerkrankten 
(Alexandrescu et al. 2005). Daraus entsteht zum einen die Frage, welche 
Transduktionsmechanismen die Chemoresistenz verursachen, und zum anderen, welche 
Signalverarbeitungsprozesse direkt für die Melanompathogenese verantwortlich sein könnten.  
1.2.1.1 Melanozytäre Signaltransduktion unter Beteiligung von zyklischem 3´, 5´-Guanosin-
monophosphat (cGMP)  
UVB Exposition stimuliert unter anderem die Synthese des Botenstoffs Stickstoffmonoxid 
(NO), welches einen wichtigen Bestandteil der Melanogenese darstellt (Romero-Graillet, 
1996). NO nimmt als endogenes Molekül eine Schlüsselrolle in zahlreichen epidermalen, 
(patho)physiologischen Prozessen ein, wie z.B. in Entzündungsreaktionen und Hautkrebs 
(Schmidt et al. 1994, Cals-Grierson et al. 2004). Unter physiologischen Bedingungen vermag 
NO zwischen verschiedenen Redoxformen zu interkonvertieren, was, in Abhängigkeit zum 
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zellulären Kontext, dem Botenstoff variable biologische Funktion verleiht (Stamler et al. 
1992). Ivanova et al. (1997, 2005) wiesen in melanozytären Zellen den Einfluss von NO auf 
interzelluläre Interaktionen und den Signalaustausch von Zelle und extrazellulärer Matrix 
nach, mit der Hypothese, dass NO mutmaßlich einen Beitrag zur Melanozytenablösung und 
Apoptose leisten könnte. NO, aus L-Arginin über NO-Synthasen synthetisiert, dient als 
pleiotroper Botenstoff und aktiviert in Folge unter anderem die lösliche Guanylatzyklase 
(sGC), die die Synthese von zyklischem 3´, 5´-Guanosin-monophosphat (cGMP) katalysiert. 
cGMP dient dem Organismus als sekundärer Botenstoff für Effektoren vieler 
stoffwechselregulatorischer und immunogener Prozesse. Physiologisch ist die Aktivierung der 
cGMP Effektoren hauptsächlich mit der Relaxierung glatter Muskulatur, Inhibition der 
Thrombozytenaggregation und Stimulation der Zellproliferation assoziiert (Lucas et al. 2000), 
wie z.B. im Fall der phosphorylierenden Proteinkinase G (PKG), ein Enzym, welches 
unmittelbar in proliferationsregulierende Signalkaskaden involviert ist. Die Stimulation der 
PKG führt unter anderem zu der Aktivierung des konstitutiv exprimierten Enzyms 
Tyrosinase, dem geschwindigkeitslimitierenden Enzym der Melaninsynthese. Daher stellt die 
cGMP Signalverarbeitung als ein Bestandteil der Melanogenese in Melanozyten eine wichtige 
Kaskade zur Aufrechterhaltung zellulärer Vitalität dar. Weitere cGMP Effektoren sind Ca2+ 
permeable, nicht-selektive Ionenkanäle, u.a. Signalprozessen des Seh- und Geruchsprozesses 
zugehörig. Generell steht das Ausmaß der physiologischen Effekte in Abhängigkeit zur 
intrazellulären cGMP Konzentration. Eine sensible Regulation des cGMP Umsatzes wird über 
ein komplexes Signalnetzwerk gewährleistet, da exzessive cGMP Produktion und dessen 
intrazelluläre Akkumulation pathogene Effekte wie Neurotoxizität, retinale Degeneration, 
einem endotoxischen Schock, Angina pectoris, oder pulmonale Hypertension zur Folge haben 
können (Bowes et al. 1990, Lolley et al 1977, Feil et al 2006). Der zelluläre Umsatz von 
cGMP setzt sich aus katabolen wie anabolen Prozessen und Transportmechanismen 
zusammen, die in Abbildung (Abb.) 1-1 dargestellt sind. Aufgrund des Spektrums alternativer 
Signalwege kann deren fehlerhafte Verarbeitung und eine Toxifizierung der Zelle 
weitestgehend vermieden werden. 
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Abb. 1-1 Regulation der cGMP Synthese und cGMP-abhängige Signaltransduktionsprozesse (nach Ivanova 
und Lambers, 2006) – cGMP - 3´,5´ zyklisches Guanosin-monophosphat, GTP – Guanosin-
triphosphat, sGC – lösliche Guanylatzyklase, pGC – partikuläre (membrangebundene) 
Guanylatzyklase, ANP – atriales natriuretisches Peptid, BNP – „brain natriuretic peptide“, CNP – 
natriuretisches Peptid Typ C, UVB – UVB-Strahlung, NO – Stickstoffmonoxid, NOS – NO-Synthasen, 
MRP4,5,8 – Multidrug-Resistenz Proteine 4, 5 und 8, PDE – cGMP-regulierte Phosphodiesterasen, 
PKG – cGMP-abhängige Proteinkinasen, TQ – Trequinsin (spezifischer Inhibitor für cGMP-
regulierte PDE und MRP4/5), IBMX - 3-Isobutyl-1-methlyxanthin (nicht spezifischer PDE Inhibitor). 
Die cGMP Synthese erfolgt aus der Zyklisierung von 3´,5´-Guanosin-triphosphat (GTP) 
katalysiert von zytosolischen und membranären Guanylatzyklasen (pGC: GCA-GCC). Die 
partikulären GCs sind eine Familie bestehend aus sieben Plasmamembranproteinen mit einer 
extrazellulären Rezeptordomäne, einer Transmembranregion und intrazellulärer 
Zyklaseaktivität. Trotz struktureller Ähnlichkeit unterscheiden sie sich in ihrer 
Gewebeverteilung, Rezeptoraffinitäten und der daraus resultierenden biologischen Wirkung. 
Die Aktivierung von GCA-GCB erfolgt über natriuretische Peptide. Natriuretische Peptide 
(NP) sind Hormone, die für die Regulation des Blutdrucks und des Flüssigkeitshaushalts im 
Körper mit zuständig sind. GCA bindet das atriale NP (ANP) und im Gehirn lokalisierte NP 
(brain natriuretic peptide: BNP), an GCB bindet der C-Typ der NP (CNP), wohingegen GCC 
durch die hitzestabilen Enterotoxine von Escherichia coli und deren endogene Homologe 
Uro-/Guanylin stimuliert werden kann (Lucas et al. 2000, Garbers et al. 1994).  
Die sGC ist über die Stimulation mittels NO direkter Bestandteil der UV-induzierten 
melanogenetischen Signaltransduktion. Die katalytische Aktivität der Zyklase als 
heterodimeres Haemprotein (α, β) (Gerzer et al. 1981, Ignarro et al. 1990), wird maßgeblich 
durch die Expression der β-Untereinheit reguliert. Erst die Expression beider Untereinheiten 
gewährleistet die vollständige Funktionalität des Enzyms. Die prostetische Hämgruppe des 
Enzyms ist mit der β-Untereinheit durch den axialen Liganden Histidin 105 verbunden, 
welcher in die NO-basierte Aktivierung des Enzyms involviert ist (Gerzer et al. 1982, Zhao et 
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al 1998). Die lösliche Guanylatzyklase kann aber auch unabhängig von NO über 
hämabhängige sGC Substanzen (YC1, BAY 41-8543, CFM-1571 und A350619) und 
hämunabhängige Moleküle (BAY 58-2667, HMK-1766) stimuliert werden (Stasch et al. 
2001), welche potentiell klinische Anwendung finden (Schindler et al. 2006, Feil et al. 2006).  
In vitro Untersuchungen von Ivanova et al. (2001) zeigten, dass in normalen humanen 
Melanozyten und nicht metastasierenden Melanomzelllinien sowohl die sGC als auch die 
membranären GC exprimiert sind. In stark metastasierenden Melanomzelllinien konnte keine 
sGC Aktivität aufgrund fehlender β-Untereinheit festgestellt werden. Daraus resultiert für 
diesen Phänotyp der Verlust der NO-Sensitivität in Bezug auf die sGC/cGMP 
Signalverarbeitung. Damit verfügen stark metastasierende Melanomzellen scheinbar über das 
Potential, sich wichtigen Kontrollmechanismen in Zusammenhang mit dieser Kaskade zu 
entziehen. Zudem zeigten sich in wenig pigmentierten bis depigmentierten, stark 
metastasierenden Melanomzelllinien die membranären GCA und GCB als vermehrt aktiv. 
Ivanova et al. (2001) hypothetisierten aufgrund ihrer umfangreichen Studie, dass ein 
mutmaßlicher Zusammenhang zwischen der unterschiedlichen Expression der GC Isoformen 
und dem Metastasierungs-potential der Zellen bestehen könnte.  
An der Regulation der intrazellulären cGMP Konzentration sind neben den Synthasen, 
Phosphodiesterasen (PDE), speziell PDE5, PDE6 und PDE9, und Membrantransporter 
involviert (Schmidt et al. 1993). Neben PDEs, die entweder speziell für cGMP oder 
zyklisches 3´, 5´-Adenosin-monophosphat (cAMP) selektiv sind, liegen PDEs vor, welche 
gleichzeitig für beide zyklischen Nukleotide affin sind (PDE1-3, PDE10). Ihre Aufgabe 
besteht in der spezifischen Inaktivierung der zyklischen Nukleotide via Hydrolyse der 3`- 
Phosphoester-Bindung, wodurch die entsprechenden 5`-Monophosphate entstehen. 
Spezifische Transporter für cGMP in den extrazellulären Raum sind die Multidrug-Resistenz 
Proteine (MRP) 4 und 5, die unter Adenosin-triphosphat (ATP)-Verbrauch den Export 
entgegen eines Konzentrationsgradienten vermitteln (Jedschlinsky et al. 2000). Als weiterer 
cGMP Transporter wird MRP8 aufgrund seiner homologen Sequenz zu MRP4 und 5 
diskutiert. Dessen Relevanz konnte diesbezüglich bisher noch nicht hinreichend geklärt, soll 
aber in der vorliegenden Arbeit aus diesem Grund mitberücksichtigt werden. Der 
Nukleotidtransport in den extrazellulären Raum hat Auswirkungen auf die Zellphysiologie, 
den Energiehaushalt und die interzelluläre Kommunikation. Untersuchungen bezüglich der 
generellen Extrusion von cGMP zeigten erhöhte extrazelluläre Konzentration des 
Botenstoffes nach Gabe natriuretischer Peptide insbesondere bei kardiologischen 
Erkrankungen (Gerzer et al. 1985, Vorderwinkler et al. 1991, Abraham et al. 1992, Jakob et 
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al. 1994). Des Weiteren kann die Ausscheidung des Nukleotids im Urin auch als Biomarker 
für einige Tumore dienen (Guthrie et al. 1979, Ørbo et al. 1998). Aufgrund der 
regulatorischen Wirksamkeit von cGMP auch im extrazellulären Raum (Montoliu et al. 1999, 
Chevalier et al. 1996) scheint der Export demnach nicht nur zur Aufrechterhaltung des 
intrazellulären Zellhaushalts relevant zu sein. Ein vermehrter Transport wird vor allem bei 
Hemmung der PDE Aktivität durch Zugabe von Inhibitoren wie 3-Isobuthyl-1-methylxanthin 
(IBMX) oder Trequinsin (TQ) beobachtbar. Dieser Umstand deutet darauf hin, dass es sich 
bei Extrusion des cGMP um einen alternativen Mechanismus handelt, der vor allem bei 
Beeinträchtigung der PDE Aktivität zum Tragen kommt (Wielinga et al. 2003). Eine 
Inhibierung der cGMP-spezifischen PDE5 und MRP5 durch hochselektive Substanzen, wie 
z.B. Sildenafil, dient generell zur Relaxierung der glatten Muskulatur in der Behandlung von 
Angina pectoris, arterieller Hypertonie und erektiler Dysfunktion. Ferner trägt dessen Zugabe 
in vitro sogar nachweislich zur Einleitung apoptotischer Prozesse in einigen Krebszellen bei 
(Sarfati et al. 2003). 
1.2.2 Hypergravitationseffekte auf die melanozytäre cGMP Signaltransduktion 
Melanozyten sind in vivo permanent mechanischem Stress in Form von Muskelkontraktionen, 
Wachstumsprozessen oder externen Einwirkungen ausgesetzt, die sie in biochemische 
Signale, z.B. eine vermehrte Melaninbildung (Bernd et al. 1992), umsetzen. Ergänzend dazu 
fanden Ivanova et al. (2004) in einer Studie in Hypergravitation eine erhöhte cAMP 
Produktion in pigmentierten normalen humanen Melanozyten (NHM) und nicht 
metastasierenden Melanomzelllinien. In stark metastasierenden Melanomzellen hingegen 
blieb dieser Effekt aus. Die Stimulation der cAMP Synthese als direkte Folge von 
Hypergravitation konnte schon an Osteoblasten gezeigt werden (Kawashima et al. 1998). In 
Bezug auf NHM ist bekannt, dass cAMP melanogenetische Prozesse moduliert (Park et al. 
1999). Demzufolge stellten Ivanova et al. (2004) den hypergravitationsinduzierten Anstieg 
des Melanins in NHM und nicht metastasierenden Melanomzellen mit der beobachteten, 
vermehrten cAMP Synthese in Zusammenhang. Des Weiteren zeigten Kippenberger et al. 
(2000), dass melanozytäre Zellen in vitro auf Dehnungsreize mit Aktivierung der Mitogen 
aktivierten Proteinkaskade (MAPK) reagieren. MAPK wird u.a. als ein wichtiger Stimulator 
für zelluläres Wachstum und Progression angesehen, und besitzt eine hohe Relevanz in der 
zielorientierten Melanomtherapie (Smalley et al. 2006). Aufgrund bisheriger Erkenntnisse 
wird mechanischer Stress vermehrt als möglicher Mitverursacher für pathogene 
Hautveränderungen diskutiert. 
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Die Frage, ob mechanischer Stress in Form von Hypergravitation als eine Grundlage von 
Hauttraumen mit Folge dysplastischer Veränderungen angesehen werden kann, wird bis zum 
heutigen Zeitpunkt lediglich spekulativ beantwortet. Ivanova et al. (2004) zeigten anhand von 
in vitro Studien in Hypergravitation (5g, 24h), dass normale humane Melanozyten (NHM) 
und Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungsgrads über die cGMP Signalkaskade 
different auf diese Art mechanischer Reizung reagieren. Unter Zugabe des unspezifischen 
PDE Inhibitors IBMX (0,1 mM), der eine intrazelluläre Akkumulation von cGMP bewirkt, 
wurde eine erhöhte Extrusion des Nukleotids in nicht metastasierenden Melanomzellen und 
NHM gefunden. Im Gegensatz dazu zeigten sich hoch metastasierende Melanomzellen auf 
Ebene des cGMP Levels als hypergravitationsunbeeinflusst. Morphologie und 
Proliferationsrate sowie die jeweiligen GC Expressionen blieben in allen Zelllinien unter 
diesen Bedingungen von Veränderungen unberührt. Aufgrund dessen folgerten Ivanova et al. 
(2004), dass Alterationen des cGMP Levels auf der Stimulation des cGMP Exports in den 
extrazellulären Raum basieren. Als ein Fazit dieser Studie wurde der erhöhte cGMP Transport 
u.a. als möglicher Anpassungsmechanismus der Zellen an den Stresszustand diskutiert, wobei 
Ivanova et al. die Unempfindlichkeit stark metastasierender Zellen mutmaßlich auf deren 
generell unter 1g Bedingungen erhöhten cGMP Transport zurückführten. Ivanova et al. 
hypothetisieren weiterhin, dass die Expression der membranären GCs in den hoch 
metastasierenden Zellen mit einer schnellen Extrusion von cGMP aus einer lokalisierten 
Nukleotidakkumulation direkt unter der Plasmamembran korreliert ist; im Vergleich zu dem 
zytosolischen cGMP Pool, der durch die Präsenz löslicher PDEs einer limitierten Diffusion 
zur Membran unterliegt. Weiterhin konnte mit Trequinsin als selektiver Inhibitor der PDE5 
und MRP5 unter 1g Bedingungen eine deutliche Inhibition des cGMP Exportes erzielt 
werden. Damit wird eine partielle Beteiligung der beiden Transporter MRP4 und 5 an der 
cGMP Extrusion in stark metastasierenden Melanomzellen wahrscheinlich (Ivanova et al. 
2004). 
In NHMs und nicht metastasierenden Melanomzellen konnte anhand der Zugabe von 
Trequinsin und Zaprinast unter 1g keine Hemmung des cGMP Exportes beobachtet werden. 
Die Zugabe beider Präparate in unterschiedlichen Konzentrationen während 
Langzeitzentrifugation (24h) ergab, dass Trequinsin erst ab einer Konzentration von 50 µM 
eine partielle Inhibierung des Transportes ermöglicht. Mittels Zaprinast wurden keine 
Transportveränderungen erzielt (Ivanova et al. 2004). Des Weiteren verursachte die 
Hemmung der de novo Proteinsynthese via additivem Zykloheximid bei gleichzeitiger 
Hemmung der PDE5 mittels IBMX einen intrazellulären cGMP Konzentrationsanstieg im 
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gleichen Ausmaß der Konzentrationsabnahme ohne Zykloheximid in 5g. Probenezid, 
spezifischer Inhibitor endogener Transporter, u.a. MRP4 und 5 (Wielinga et al. 2003), hatte 
eine komplette Inhibition des cGMP Exportes zur Folge. Die gesamten Resultate veranlassten 
Ivanova et al. (2004) zu der Hypothese, dass unter Hypergravitation wahrscheinlich eine 
vermehrte Expression endogener Transporter inklusive MRP4 und 5 in NHM und nicht 
metastasierenden Melanomzellen (Ivanova et al. 2005) zu erwarten sei.  
MRPs gehören der Gruppe der „ATP-binding cassette“ (ABC-) Transporter an, die für ihre 
anteilige Verantwortlichkeit für Chemoresistenzen in vielen Tumorarten bekannt sind. Da 
Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungspotentials bezüglich MRP4 und 5 
vermutlich different auf mechanische Reizung reagieren, ist es vorstellbar, dass maligne 
Phänotypen in Hypergravitation generell ein unterschiedliches ABC-Transporter Expressions-
profil aufweisen. Dessen Charakterisierung könnte dazu beitragen, Biomarker zu finden, die 
helfen, das Tumorstadium und die Ansprechbarkeit von Chemotherapien zu prognostizieren.  
1.2.3  „ATP-binding cassette“ (ABC-) Transporter und Chemoresistenz 
Eine Vielzahl zellulärer Mechanismen tragen zur intrinsischen oder extrinsischen 
Chemoresistenz von Karzinomen bei, unter denen ABC-Transporter mit einer bedeutsamen 
Rolle vertreten sind. In ihrer physiologischen Funktion gewährleisten die membranären, 
integralen Proteine die Protektion von Organen und Geweben gegenüber Toxinen zur 
Aufrechterhaltung und Schutz vitaler körperlicher Funktionen, in dem sie endogene 
Metabolite entgegen eines Konzentrationsgradienten energieaufwändig exportieren. Diese 
Transportprozesse nehmen via Kontrolle der Abgabe von Stoffwechselprodukten und 
Botenstoffen Einfluss auf die Zellphysiologie sowie Signalverarbeitungsprozesse (Linton 
2007). Der strukturelle Aufbau der Transporter lässt diese ausschließlich als Exporter 
fungieren, so dass Importprozesse, die eine zusätzliche periplasmische Bindungsdomäne 
erfordern, über alternative Kanäle vermittelt werden (Linton 2007). 
Bisher wurden 48 ABC-Transporter identifiziert, die sich, basierend auf Sequenz- und 
Strukturhomologien, in sieben Subfamilien (ABCA-ABCG) gliedern lassen (Stefkova et al. 
2004). Der klassische Aufbau der Transporter setzt sich aus zwei transmembranären 
Domänen (TMD) mit 6-11 integralen Helixen – zuständig für Ligandenbindung und 
Substratspezifität (Stefkova et al. 2004) - und zwei Nukleotidbindungsdomänen (NBD), für 
Bindung und Hydrolyse des ATP, zusammen (Higgins 1992, Linton 2007). Die NBDs 
zeichnen sich innerhalb einer Subfamilie durch ihre Homologien aus und besitzen 
charakteristische Regionen (Walker A und B), die sie mit vielen anderen endogenen 
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Transportern teilen. Ein charakteristisches Erkennungsmerkmal der ABC-Transporter stellen 
spezifische Schleifenbildungen der NBD-Peptidketten (D-, H- und Q-„loops“) dar (Linton 
2007).  
Der eigentliche Transportmechanismus ist erst unvollständig verstanden. Linton (2007) stellt 
in seiner Publikation eine plausible Hypothese zum molekularen Ablauf vor: Zu Beginn des 
Transportprozesses eines an den TMDs gebundenen Liganden binden beide NBDs jeweils ein 
ATP-Molekül. Dies bewirkt, dass sich die NBDs zu einer geschlossenen Einheit formieren, 
was eine Konformationsveränderung der TMDs zur Folge hat. Die substratbindenden 
Regionen öffnen sich in Richtung extrazellulärer Raum, in den das Molekül abgegeben 
werden kann. Erst jetzt erfolgt nach Linton (2007) die Hydrolyse der beiden ATP-Moleküle 
zu Adenosin-diphosphat (ADP) und Phosphat (P) mit der Konsequenz der Trennung der 
NBD- und TMD-Dimere. Die Abgabe der Endprodukte ADP und P bewirkt die Öffnung des 
Transporters mit gleichzeitiger Wiederherstellung der Ursprungskonformation der TMDs, so 
dass diese für die Bindung eines neuen Substratmoleküls zugänglich gemacht werden. Einige 
Transporter, wie z.B. ABCB2, ABCB3 und ABCG2, setzen sich lediglich aus jeweils einer 
NBD und TMD zusammen und bedürfen daher erst einer Dimerisierung mit einem weiteren 
„halben“ Transporter gleicher Subfamilie, bevor sie ihre vollständige Funktionsfähigkeit 
erwerben (Borst und Elferink 2002).  
Bisher konnten 13 genetische Defekte und vererbbare Krankheiten, wie z.B. Mukoviszidose, 
auf aberrante Expression bestimmter ABC-Transporter zurückgeführt werden (Stefkova et al. 
2004). Auch ist der Multidrug-Resistenz Phänotyp von Tumoren u.a. mit dem 
Expressionsprofil von ABC-Transportern assoziiert (Gottesmann et al. 2002), da einige 
Transporter die Fähigkeit besitzen, zytostatische Substanzen aus der Zelle zu transportieren. 
Das Vorkommen der Proteine umfasst ubiquitäre Verbreitung bis hin zu spezifischer 
Lokalisierung in einzelnen Organen und definiert damit die physiologische Rolle eines jeden 
Transporters. Studien bezüglich des Vorkommens, Expressionsverhaltens und der 
Substrataffinitäten von ABC-Transportern bzw. deren mögliche Beeinflussung geben sowohl 
Aufschluss über deren patho-/physiologische Funktionen als auch über Verteilung und 
Disposition von physio- und pharmakologischen Substanzen im Organismus.  
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1.2.3.1 Multidrug-Resistenzproteine (MRP) 4,  5 und 8 
Zu den bekanntesten ABC-Transportern zählt die Familie der MRPs (ABCC), die derzeit 11 
Proteine umfasst, welche als multispezifische Transporter organischer Anionen gelten. Einige 
Proteine vermitteln den Transport unter Voraussetzung einer Gluthation-Konjugation und 
damit Detoxifizierung des Substrates, welche durch die Gluthationtransferase katalysiert wird 
(Ishikawa 1992). Daraus resultieren azidisch geladene Konjugate - aufgrund hydrophiler 
Eigenschaft unfähig zur selbstständigen Diffusion - die über einen aktiven Transport 
exportiert werden müssen. Die ABCC-Familie lässt zwei Subgruppen unterscheiden. 
Während die meisten Proteine der Familie aufgrund ihrer 3-TMD/2-NBD-Struktur 
klassifizierbar sind, besitzen MRP4, 5 und 8 lediglich zwei TMDs und weisen damit 
untereinander die höchste strukturelle Verwandtschaft auf, die durch die gemeinsame 
Affinität nukleosidanaloge Substanzen aus der Zelle zu transportieren (Jedlitschky et al. 2000, 
Wielinga et al. 2003, Guo et al. 2003) reflektiert wird. Diese Eigenschaft konnte in diversen 
Studien mit einer partiellen Beteiligung der drei Transporterproteine an Chemoresistenzen 
gegenüber Pharmazeutika der antiviralen und antikarzinogenen Therapie korreliert werden. 
MRP4 und 5 besitzen neben 6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin (Wijnholds et al. 2000, Chen 
et al. 2001) gemeinsam mit MRP8 die Affinität gegenüber dem zytotoxischen Präparat 9-2-
Phosphonyl-methoxyethyl-adenin (PMEA) (Schuetz et al. 1999, Wijnholds et al 2000, Guo et 
al. 2003), welches bei HIV- (human immunodeficiency virus) Infektion eingesetzt wird. 
Mittlerweile konnte deren Affinität gegenüber einer Vielzahl weiterer amphipatischer 
Substanzen bestätigt werden. Gegenüber antikarzinogenen Präparaten wurden weder in der 
Studie von Wijnholds et al. (2000) noch in einer Vorgängerstudie (McAleer et al. 1999) 
Exportaktivitäten der Transporter MRP4 und 5 beobachtet. Lee et al. (2000) und Wielinga et 
al. (2005) vermochten es schließlich, das Substratspektrum von MRP4 und 5 um die 
Substanzklasse der Antifolate, u.a. Methotrexat, ein gängiges Tumorpräparat, zu erweitern. 
Weiterhin gelangen Pratt et al. (2005) anhand einer Studie mit HEK („human embryonic 
kidney“) 293 Zellen, den MRP5 vermittelten Transport von 5-Fluorouracil und Präparaten aus 
der Melanomtherapie, Cisplatin und Doxorubizin, zu zeigen. Guo et al. (2003) 
charakterisierten MRP8 vor allem als Resistenzfaktor gegenüber Fluoropyrimidinen, weit 
verbreitet eingesetzte antineoplastische Substanzen. Daraufhin spezifizierten Oguri et al. 
(2007) die Ergebnisse insbesondere auf das Präparat 5-Fluorouracil. 
Heimerl et al. dokumentierten 2007 zum ersten Mal die gegenüber normalen humanen 
Melanozyten (NHM) erhöhte mRNA Expression und damit die Relevanz von MRP4 in 
Melanomzellen. MRP5 hingegen wird in NHM mit einer durchschnittlichen, in deren 
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malignen Phänotypen mit gleich bleibender Expression beschrieben. Für MRP8 wurde in den 
von Heimerl et al. (2007) untersuchten melanozytären Zelllinien eine untergeordnete mRNA 
Expression beobachtet. Inwieweit MRP4, 5 und 8 an Chemoresistenzmechanismen von 
Melanomzellen beteiligt sein könnten bleibt bisher ungeklärt, da eindeutige Untersuchungen 
unter Einbezugnahme der Proteinexpression der drei Transporter in Melanozyten und 
Melanomzellen nach aktuellem Stand des Autors noch nicht publiziert vorliegen.  
Auf physiologischer Ebene werden die Substrataffinitäten von MRP4 und 5 zum Teil 
kontrovers diskutiert. Konnten Jedlitschky et al. (2000) in ihrer Studie deren Affinität 
gegenüber cGMP nachweisen, werden die Ergebnisse aufgrund der Studie von Wielinga et al. 
(2003) in Frage gestellt, da die Autoren lediglich einen marginalen MRP4/5-vermittelten 
cGMP Transport demonstrieren konnten. Neben den nukleosidanalogen Substanzen zählen zu 
den physiologischen Substraten von MRP4 Steroidkonjugate (Zelcer et al. 2003), 
Prostaglandine (Reid et al. 2003), Glucuronide (Chen et al. 2001), Affinitäten, die mit MRP8 
gemein sind (Bortfeld et al. 2006, Chen et al. 2005) und, analog zu MRP5, die Substanzklasse 
der Folate (Chen et al. 2002, Wielinga et al. 2005). Die physiologische Funktion und 
Lokalisierung von MRP4 und 5, zusammengefasst in Tabelle (Tab.) 1-1 des folgenden 
Kapitels, konnten dennoch bisher erst unvollständig geklärt werden. Van Aubel et al. (2002) 
lokalisierten MRP4 in der Leber und vermuteten dessen Beteiligung an der renalen Exkretion 
von cGMP und zyklischem Adenosin-monophosphat (cAMP). MRP5 hingegen wird nach 
Nies et al. (2002) vielmehr in Geweben des Genitalbereichs exprimiert und wurde somit 
mutmaßlich in Zusammenhang mit Regulationsmechanismen peniler Erektion gestellt, bei der 
cGMP einen bedeutsamen Botenstoff darstellt (Adachi et al. 2002). MRP8 besitzt im 
Vergleich die geringste Affinität zum cGMP Export (Guo et al. 2003). Dessen physiologische 
Substrate bestehen hauptsächlich aus aliphatischen und aromatischen Kohlenwasserstoffen. 
Bortfeld et al. (2006) identifizierten MRP8 in Neuronen des zentralen und peripheren 
Nervensystems. Die Autoren vermuten, dass durch dessen axonale Lokalisierung MRP8 in 
den Transport von Neurosteroiden aus Neuronen involviert wird, und damit Anteil an der 
Modifizierung von Neurotransmitterrezeptoren haben könnte. Die Autoren hypothetisieren 
weiterhin, dass Mutationen des Gens partiell verantwortlich für Athetose sein könnten, eine 
Erkrankung des extrapyramidialen Systems (Yabuuchi et al. 2001). Inwieweit MRP8 in 
melanozytäre Prozesse der intrazellulären Nukleotidregulation involviert ist, wurde bisher 
unzureichend untersucht.  
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1.2.3.2 Andere ABC-Transporter 
Es ist bekannt, dass Pharmakodynamik und –kinetik in vivo in Weltraumbedingungen 
verändert werden (Graebe et al. 2004) und ein charakteristisches Expressionsprofil von ABC-
Transportern im Zusammenhang mit der Bioverfügbarkeit von Medikamenten steht. 
Expressionsprofilanalysen und deren mögliche Alteration durch veränderte 
Gravitationsverhältnisse könnten dazu beitragen, die physiologische Funktion von ABC-
Transportern und deren pathogene Mechanismen besser zu verstehen. Im Hinblick lang 
andauernder Weltraummissionen birgt deren beeinflusste Expression in vivo das Risiko eines 
modifizierten Wirkmechanismus von Medikamenten oder/und eine erhöhte Suszeptibilität 
gegenüber Neoplasmen, wobei der bisher unberücksichtigte Einfluss vermehrter 
Strahlungsexposition zur Verstärkung der pathogenen Effekte beiträgt. Neben MRP4, 5 und 8 
wurde deshalb das Expressionsverhalten weiterer ausgewählter Vertreter der ABC-
Transporterfamilie untersucht, deren Bedeutung für melanozytäre Zellen im Folgenden 
detaillierter vorgestellt werden soll. Hauptsächliches Vorkommen, vorwiegende Transport-
eigenschaften sowie deren Substratspezifität und Involvierung in Krankheitsätiologien sind in 
Tab. 1-1 zusammengefasst.  
 
 Tab. 1.1:  Vorwiegende Lokalisierung und patho-/physiologische Funktionen ausgewählter ABC-Transporter ( 1Kruh et al. 2007, 2Kuwano et al. 2003, 3Gottesmann et 
al. 2002, 4Stefkova et al. 2004, 5Borst und Elferink 2002) – n.n.d = nicht näher definiert, v.a. = vor allem, AML = akut myeloische Leukämie, ALL = akut 
lymphatische Leukämie, CLL = chronisch lymphatische Leukämie, LTC4 = Leukotrien C4, PMEA = 9-2-Phosphomethoxyethyl-adenin 
 
Gen  Gensymbol Lokalisierung physiologische Substrate Therapeutika aberrante Expression  
ABC15         ABCA1 ubiquitär Phospholipide, Cholesterol bisher nicht bekannt Tangier Syndrom 
MDR1/ 
PGP2,3,5 ABCB1 
Darm, Leber, Niere, 
Plazenta, Uterus 
Neutrale/kationische organische 
Substanzen  
Vinca Alkaloide 
Vincristin, Vinblastin 
Anthrazykline 
Doxorubizin, Daunorubizin 
Neuroblastom, AML (in 
Coexpression mit MRP1), 
Lymphom, Mama-, Pankreas-, 
Dickdarm, Lungen- und 
Eierstockskarzinom  
MDR34,5 ABCB4   Leber Phosphatidylcholine Xenotoxine (?) Intrahepatische Cholestase Typ 3 
MRP12,3,5 ABCC1 
Ubiquitär, v.a. Lunge, 
Niere, Plazenta, Darm, 
Gehirn, Blutzellen 
Glutathion konjugierte organische 
Anionen, LTC4, Sulfatkonjugate 
von Steroidhormonen und 
biliären Salzen 
Pflanzliche Alkaloide 
Vincristin, Vinblastin, SN-38, 
Etoposid 
Anthrazykline 
Doxorubizin, Daunorubizin 
Antimetabolite 
Methotrexat 
Neuroblastom, Lymphom, 
Leukämie, Lungen-, 
Schilddrüsen-, Brust-, Prostata- 
Blasen- und Magenkarzinom, 
Melanome, Mukoviszidose 
MRP2/ 
cMOAT2,3,5 ABCC2 
Zwölffingerdarm, Leber, 
Niere, Gallenblase, Lunge 
Anionsche Gluthationkonjugate, 
biliäre und hepatische Metabolite 
Vinca Alkaloide 
Vincristin, Vinblastin 
Anthrazykline 
Doxorubizin, Daunorubizin 
Stichstofflostderivate 
Cisplatin 
Dubin-Johnson Syndrom, AML, 
ALL, CLL, Nieren-, Brust-, 
Lungen-, Eierstocks-, Blasen-, 
Leber- und Dickdarmkarzinom, 
Melanome 
MRP32,3,5 ABCC3 
Zwölffingerdarm, Leber, 
Niere, Nebennierenrinde, 
Pankreas 
Glutathionkonjugate, biliäre und 
intestinale organische Anionen, 
LTC4, Glucuronide 
Antimetabolite 
Methotrexat  
Pflanzliche Alkaloide 
Vincristin, Etoposid, Teniposid 
Cholestase, Pankreas-, Lungen- 
Eierstock-, Nieren- und 
Dickdarmkarzinom, 
Leberzirrhose, AML 
 Gen Gensymbol Lokalisierung physiologische Substrate Therapeutika aberrante Expression  
MRP42,3,5 ABCC4 
Darm, Prostata, 
Eierstöcke, Pankreas, 
Lunge, Hoden, Harnblase, 
Niere, Leber, Erythrozyten 
zyklische Nukleotide, 
Prostaglandine, Folate, Urate, 
biliäre Salze, Steoridkonjugate, 
Glucuronide 
Antimetabolite 
5-Fluoruracil 
Methotrexat   
Thiopurin 
Nukleosidanaloga 
PMEA, Lamivudin, Ganciclovir, 
6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin 
Neuroblastom, Prostatakarzinom 
MRP53,5 ABCC5 
Ubiquitär, insbesondere 
Leber, Gehirnkomparti-
mente, Gewebe  des 
Genitalbereichs und Herz- 
und Skelettmuskulatur 
zyklische Nukleotide, Folate  
Antimetabolite 
5-Fluorouracil 
Methotrexat 
Nukleosidanaloga  
6-Mercaptopurin,  
6-Thioguanin 
Vinca Alkaloide 
Doxorubizin 
Stichstofflostderivate 
Cisplatin 
Pankreaskarzinom 
MRP63,5 ABCC6 
Leber, Niere, 
melanozytenhaltige 
Gewebe 
organische Anionen (n.n.d.) Anthrazykline (?) 
Pseudoxanthoma elasticum (u.a. 
Haut, Retina), Lungenkarzinom 
(in Coexpression mit MRP1) 
MRP81 ABCC11 
Neuronen des peripheren 
und zentralen 
Nervensystems 
Glutathionkonjugate, 
Gallensäure, zyklische 
Nukleotide, Steoridkonjugate, 
Glucuronide 
Nukleosidanaloga 
PMEA 
Antimetabolite 
5-Fluorouracil 
Methotrexat 
Brust-, Lungen-, Darm-,  
Prostata-, Eierstocks-,  und 
Pankreaskarzinom 
ALD5 ABCD2 Peroxisomale Membranen Fettsäuren bisher nicht bekannt Adrenoleukodystrophie 
BCRP12,3,5 ABCG2 
Darm, Leber, Plazenta, 
Brust, Gehirn, Milz, 
Endothel 
Fettsäuren 
Anthrazykline 
Doxorubizin, Daunorubizin 
Camptothezine 
Topotecan 
Antimetabolite 
Mitoxantron 
Methotrexatglucuronide 
SN-38 
verschiedene Tumore, v.a. 
Mamakarzinom und AML 
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MRP1 ist das am besten charakterisierte Protein der ABCC Familie und zeigt, bedingt durch 
seine ubiquitäre Verbreitung, eine der breitesten Substratspezifitäten. Die Relevanz von 
MRP1 in der Melanomtherapie konnte vor allem in zwei Studien gezeigt werden. Berger et al. 
(1997) korrelierten die MRP1 Expression in Melanomen mit der Chemoresistenz gegenüber 
den Zytostatika Daunorubizin und Doxorubizin. Depeille et al. (2004) erweiterten die 
Ergebnisse um die Substanz Vincristin. Damit ist MRP1 an der Chemoresistenz von 
Melanomen gegenüber bedeutsamen Präparaten von kurativem und palliativem Nutzen 
beteiligt. 
Ein Transporter, der nachweislich mit der Resistenz von Melanomzellen gegenüber Cisplatin 
in Zusammenhang gebracht wird, ist MRP2 (Liedert et al. 2003). Während für MRP1 keine 
metastasierungspotentialabhängige Expression gefunden werden konnte, findet sich MRP2 
vermehrt im nicht metastasierenden Phänotyp und wird im Verhältnis zu NHMs dort erhöht 
exprimiert (Heimerl et al. 2007).  
MRP3, obwohl in Melanomzellen eher untergeordnet exprimiert, scheint mit einer vermehrten 
Expression von MRP1 in verschiedenen Tumorarten in Zusammenhang zu stehen und 
Chemoresistenzen zu begünstigen (Heimerl et al. 2007, Benderra et al. 2005). Zudem konnte 
in einer Studie mit embryonalen Nierenzellen (HEK293) die Substrataffinität von MRP3 
gegenüber dem Präparat Vincristin, welches auch in Melanomtherapien zum Einsatz kommt, 
bestätigt werden (Zeng et al. 1999).  
Mutationen bezüglich MRP6 führen zu der Haut- und Augenkrankheit Pseudoxanthoma 
elasticum, die mit einer Verkalkung von elastischen Fasern einhergeht. (Plomp et al. 2008). 
Die Relevanz von MRP6 bezüglich Chemoresistenzmechanismen konnte von Belinsky et al. 
(2002) u.a. gegenüber dem Melanompräparat Cisplatin nachgewiesen werden.  
Das P-Glykoprotein, dem Gen MDR1 der Subfamilie ABCB zugehörig, stellt den Prototyp 
der ABC-Transporter dar. Anhand dieses Proteins konnte das erste Mal nachgewiesen 
werden, dass ABC-Transporter eine verantwortliche Rolle in der Entstehung von 
Chemoresistenzen übernehmen. In Melanomzellen hingegen scheint das P-Glykoprotein für 
Chemoresistenzen weniger relevant zu sein (Serrone und Hersey 1999). Interessanterweise 
konnte jedoch gezeigt werden, dass das Protein in sich selbst erneuernden 
Melanompopulationen vermehrt exprimiert wird (Keshet et al. 2008). Ein weiteres Protein der 
Subfamilie, ABCB5, hat eine zu ABCB1 (MDR1) analoge Substratspezifität und wird 
ebenfalls als ubiquitär verbreiteter Mediator von Chemoresistenzen in verschiedenen 
Karzinomen diskutiert. Frank et al. (2005) konkretisierten in ihrer Studie dessen Wichtigkeit 
in der Melanomtherapie anhand des Nachweises der Affinität gegenüber Doxorubizin. Der 
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Transporter ABCB5 wurde für die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit nicht 
ausgewählt, sollte aber aufgrund seiner Bedeutsamkeit nicht unerwähnt bleiben. 
Ein weiteres ubiquitär verbreitetes Protein, dessen Expression in vielen Tumorarten, 
insbesondere in Mammakarzinomen, mit Chemoresistenzen in Verbindung steht, stellt 
ABCG2, besser bekannt als BCRP1 (engl: breast cancer resistance protein 1), dar. Welche 
Rolle dieser Transporter in Melanomzellen einnimmt, konnte bisher noch nicht hinreichend 
geklärt werden, wurde aber von Heimerl et al. (2007) in unterschiedlich metastasierenden 
Phänotypen mit konstanter Expression auf mRNA Ebene beschrieben. 
Eine wichtige Rolle im Rahmen apoptotischer Prozesse spielt die Expression von ABC1 
(ABCA1), dessen Bedeutung zunächst in muriner Epidermis nachgewiesen werden konnte. 
Die durch ABC1 vollzogene Exkretion von Cholesterol, Substrat zur Aufrechterhaltung der 
epidermalen Homöostase, reguliert u.a. die permeable Barrierefunktion der Haut und damit 
einzelne Körperschutzfunktionen wie z.B. die Transpiration (Santamarina-Fojo et al. 2001, 
Jiang et al. 2006). Weitere Transporter, die für den essentiellen Lipidtransport in Hautzellen, 
speziell in Keratinozyten, verantwortlich sind, stellen die Transporter MDR3 (ABCB4) und 
ALD (ABCD2) dar (Kielar et al. 2003). ABCD2, zusätzlich in den Transport von Acetyl-CoA 
involviert, ist damit insbesondere bedeutsam für die Aufrechterhaltung der Zellvitalität. 
Heimerl et al. (2007) konnten auf mRNA Level eine für alle Lipidtransporter 
durchschnittliche Expression in Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungsgrads 
dokumentieren.  
Die Studie von Benderra et al. (2005) betont den hohen Stellenwert der simultanen 
Expressionen von ABC-Transportern. Die Synthese des P-Glykoproteins wird bei akut 
myeloischer Leukämie z.B. erst durch die Coexpression mit MRP1 bedeutsam, während die 
Expression eines Transporters allein keine Verbindung zu Chemoresistenzmechanismen 
offenbarte (Deeley et al. 2006). Wegen der Anzahl unterschiedlicher Membrantransporter und 
deren korrelierten Expressionsverhaltens sind detaillierte Informationen bezüglich deren de 
novo Synthese in verschiedenen Tumorarten von großem klinischem Interesse. 
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1.3 Zielsetzung der Arbeit 
Studien in Hypergravitation von Ivanova et al. (2004, 2006) zeigten, dass die Präsenz eines 
erhöhten mechanischen Reizes den Export des in die Melanogenese involvierten Botenstoffs 
cGMP in nicht metastasierenden Melanomzellen und normalen humanen Melanozyten 
(NHMs) im Gegensatz zu stark metastasierenden Melanomzellen stimuliert, wenn die 
Funktion der Phosphodiesterase (PDE) inhibiert oder die cGMP Synthese durch NO-Donoren 
angeregt wird. Biochemische Analysen ließen vor allem auf eine erhöhte Expression der 
spezifischen cGMP Transporter MRP4 und 5 schließen.  
Ob eine hypergravitaionsinduzierte Expression der MR-Proteine infolge veränderter cGMP 
Signalverarbeitung bewirkt wird, oder als Folge membranärer Veränderungen und damit als 
generelle Reaktion transmembranärer Transporter auf vermehrte Beschleunigung anzusehen 
ist, können Untersuchungen des Expressionsprofils von ABC-Transporter unter Langzeit-
einwirkung von Hypergravitation zeigen. 
 
Aufgrund dessen waren die Ziele der vorliegenden Arbeit, 
 
I.) die Expression von MRP4, 5 und des sequenzhomologen Transporters MRP8 auf 
mRNA und Proteinebene nach Langzeitexposition von Hypergravitation in nicht 
und stark metastasierenden Melanomzellen zu quantifizieren und 
 
II.) folgende, in epidermale Prozesse involvierte ABC-Transporter in ihrer Expression 
unter dem Einfluss von vermehrter Beschleunigung zu untersuchen: MDR1/4, 
MRP1-6, BCRP, ABCD2, ABC1.  
 
Der weiterführende Nutzen der Ergebnisse könnte Hinweis für eine veränderte Wirksamkeit 
von Medikamenten bei Astronauten auf langen Weltraummissionen sein und eine 
Identifikation von genotypischen Alterationen Anhaltspunkte für molekulare Ziele 
therapeutischer Interventionen liefern. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Chemikalien und Reagenzien 
Tab. 2-1  Verwendete Chemikalien und Reagenzien in alphabetischer Reihenfolge 
Materialien Firma Bestellnummer 
Aceton  99,9% (v/v) Sigma-Aldrich 27072-5 
Agarose LE Roche Diagnostics 1685660 
Bromphenolblau Fluka 355874/123797 
BSA  Sigma-Aldrich A-7906 
DEPC Sigma-Aldrich D-5758 
DNA-Leiter 100bp Fisher Scientific GmbH 15628-019 
DMEM Fisher Scientific GmbH 21969-035 
DMEM ohne GLN, Phenolrot Fisher Scientific GmbH 91642754 
DMSO Sigma-Aldrich D-5879 
DNase I  Roche Diagnostics 776785 
dNTP´s Fisher Scientific GmbH 10297018 
EDTA (0,2 M) Sigma-Aldrich ED4SS 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich E-8751 
FACSClean Becton Dickenson 340345 
FACSFlow Becton Dickenson 342003 
FACSRinse Becton Dickenson 340346 
FITC markierter Antikörper Hase 
polyklonal zu Ratte  
Abcam ab6730 
FITC markierter Antikörper Hase 
polyklonal zu Maus 
Abcam ab8517 
FKS South American Fisher Scientific GmbH 10270106 
Formalin Sigma-Aldrich HT 50-1-320 
Glycerol 99% (v/v)  Sigma-Aldrich G-5516 
HEPES (MW 238,31) Sigma-Aldrich H-4034 
Hot Star Taq Qiagen 203203 
IBMX Sigma-Aldrich I-5879 
Methanol KMF (Merck) 1.06009.2511 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich M-3148 
MRP4-Antikörper (human) Ratte 
monoklonal [M4I-10] 
Abcam ab15602 
MRP5-Antikörper (human) Ratte 
monoklonal [M5I-1] 
Abcam ab3377 
MRP5-Antikörper (human) Ratte 
monoklonal [M5II-54]  
Abcam ab24107 
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MRP8-Antikörper (human) Maus 
monoklonal [7C12/4]  
Abcam ab20220 
MRP4 Primer Whatman Biometra1  
MRP5 Primer Whatman Biometra1  
MultiGene-12TM RT-PCR  
Profiling Kit 
Biomol (SuperArray) PH-030B 
NaN3 KMF (Merck) 6688 
NPRA Primer Whatman Biometra1  
PBS KMF (Accugene Cambrex BE) 51226 
PE markierter Antikörper Ziege 
polyklonal zu Ratte IgG 
Abcam ab7010 
PSG (100x) Fisher Scientific GmbH 10378016 
QuantiFastTM SYBR® Green  
PCR Kit 
Qiagen 204052 
QuantiTect® Primer Assay  
HPRT1 
Qiagen QT00059066 
QuantiTect® Primer Assay  
MRP4 
Qiagen QT00077266 
QuantiTect® Primer Assay  
MRP5 
Qiagen QT00049959 
QuantiTect® Primer Assay  
MRP8 
Qiagen QT00045241 
QuantiTect® Kit für  
Reverse Transkription  
Qiagen 205311 
Random Hexamer Primer Fisher Scientific GmbH (Invitrogen) 48190-011 
ReactionReadyTM First Strand 
cDNA Synthesis Kit 
Biomol (SuperArray) C-01 
RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies 5067-1512 
RNase away Fisher Scientific GmbH 10328-011 
RNase out Fisher Scientific GmbH 10777-019 
RNaseZAP® Ambion 9780 
RNeasy® Mini Kit Qiagen 74104 
RNeasy® Plus Mini Kit Qiagen 74134 
Saponin Sigma-Aldrich S7900 
Superscript II Fisher Scientific GmbH 18064014 
TBE-Puffer (10x) Fisher Scientific GmbH 15581-044 
TE-Puffer (100x) Sigma-Aldrich T-9285 
Triton X-100 Sigma-Aldrich 9002-93-1 
Trizma Base (Tris) Sigma-Aldrich T-1503 
Trypanblau Fisher Scientific GmbH 15250061 
Trypsin Sigma-Aldrich T-0134 
                                                 
1 Oligonukleotidsyntheseauftrag Biometra, 0,05 µmol Synthesemaßstab, HPLC („high performance liquid  chromatography“) gereinigt 
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2.2 Zellkultur 
2.2.1 Verwendete Zelllinien 
In der vorliegenden Arbeit wurden für die Untersuchungen verschiedene adhärente 
Melanomzelllinien humanen Ursprungs verwendet. Die Melanomzelllinien unterschieden sich 
in ihrem Vermögen der Metastasenbildung nach einer subkutanen Inokulation von 
Nacktmäusen (van Muijen et al. 1991, Danen et al. 1993). Verwendet wurden die Zelllinien 
1F6 ohne, Mel57 und M14 mit mittelmäßig starkem und BLM und MV3 mit hohem 
Metastasierungspotential. Im Gegensatz zu den anderen Melanomzelllinien weisen BLM- und 
MV3-Zellen keine Pigmentierung auf (Ivanova et al. 2001). Für die Experimentreihen wurden 
die Melanomzelllinien aus Kryokonservierungen identischer Passagen von 5 - 7 gewählt. 
2.2.2 Herstellung der Zellkulturmedien und des Waschpuffers 
2.2.2.1 Fetales Kälberserum  
Die Supplementierung von fetalem Kälberserum (FKS) in den verwendeten Zellkulturmedien 
(2.2.2.2 und 2.2.2.3) ermöglicht eine Bereitstellung von Adhäsions- und Wachstumsfaktoren. 
Die jeweilige FKS-Charge wurde vorab auf ihre Anwendbarkeit auf melanozytäre Zellen 
anhand einer Probekultivierung geprüft. Zur Inaktivierung der humoralen, unspezifischen 
Immunantwort des Spenderorganismus, erfolgte vor Gebrauch des Serums eine Inaktivierung 
für 30 min bei 56°C. Gebrauchfertiges FKS wurde bei -20°C gelagert und für die 
Versuchsreihen mit einheitlicher Charge verwendet. 
2.2.2.2 Medium zur Kultivierung von Melanomzellen 
Zur Kultivierung von Melanomzellen wurde Dulbecco`s Modifikation des Eagles Medium 
(DMEM) mit Phenolrot (GIBCO®, Fisher Scientific) verwendet. 500 ml dieses Mediums 
wurden mit 50 ml 100% FKS (2.2.2.1) und 10 ml PSG (100x) ergänzt. Die PSG-Lösung 
besteht zur Vermeidung etwaiger Kontaminationen aus den Antibiotika Penicillin und 
Streptomycin und der Aminosäure L-Glutamin. Die Lagerung des komplettierten Mediums 
erfolgte bei 4°C. 
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Tab. 2-2  Zusammensetzung des Wachstumsmediums für Melanomzellen 
 Endkonzentration
Dulbecco`s Modifikation des Eagles Medium (DMEM, Kat.-Nr. 21969-035) 500 ml 
Fetales Kälberserum (FKS) 10% (v/v) 
L-Glutamin 2 mM 
Penicillin 100 U/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
2.2.2.3 Minimalmedium zur Subkultivierung  
Für die Kultivierung der Zellen in Zentrifugationsversuchen wurde ein serumfreies DMEM-
Medium verwendet. Mit 500 ml DMEM ohne Phenolrot (GIBCO®, Fisher Scientific) wurde 
ein Medium mit 10mM 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure (HEPES) und 
0,25% Rinderserumalbumin (BSA) angesetzt und auf einen pH-Wert von 7,2 justiert. Im 
Anschluss wurden 10 ml 100%-iges PSG hinzugegeben. Bei 4°C wurde das Medium gelagert. 
Tab. 2-3  Zusammensetzung des serumfreien Versuchsmediums 
 Endkonzentration
Dulbecco`s Modifikation des Eagles Mediums (DMEM, Kat.-Nr. 91642754) 500 ml 
Rinderserumalbumin (BSA) 0,25% 
L-Glutamin 2 mM 
Penicillin 100 U/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure (HEPES) 10 mM 
 pH 7,2 
2.2.2.4 PBS-Puffer 
Der für das Waschen der Kultur verwendete PBS-Puffer (Phosphat gepufferte Salzlösung, 
engl: phosphate buffer saline) enthielt kein Kalzium, um einen Einfluss des Ions auf das 
Adhäsionsvermögen der Zellen zu vermeiden. Die PBS-Lösung (100x) wurde 1:10 mit 
MilliporeTM-Wasser verdünnt, autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert. Während 
aktuellen Gebrauchs, erfolgte die Lagerung bei 4°C im Kühlschrank.  
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Tab. 2-4  Zusammensetzung des PBS-Puffers 
 Endkonzentration
PBS-Lösung (10x) 1x 
NaCl 137 mM 
Na2HPO42H2O 81 mM 
KH2PO4 14 mM 
KCl 27 mM 
in Aqua bidest.  
 pH 7,4 
2.2.2.5 Herstellung des Trypsinreagenzes zur Ablösung melanozytärer Zellen  
2% Ethylendiamintetraacetat (EDTA) und 0,25% Trypsin Stocklösung in PBS verdünnt 
wurden mit einer Endkonzentration von 0,02 % EDTA und 0,005 % Trypsin angesetzt. Nach 
Sterilfiltration erfolgte die Lagerung portioniert bei -20°C.  
Tab. 2-5  Zusammensetzung der Enzymlösung zur Ablösung adhärenter Zellen 
  Endkonzentration
Trypsin  0,25% 0,02% 
EDTA in PBS (1x) 2% 0,005% 
in PBS (1x)   
2.2.3 Gefrierkonservierung 
Stets erfolgte einen Tag vor Einfrieren kultivierter Melanomzellen ein Mediumwechsel mit 
DMEM-Wachstumsmedium. Den Beginn der Einfrierungsprozedur stellte die enzymatische 
Ablösung mittels Trypsinreagenz dar. Der Ablösungsprozess wurde durch Zugabe von 100% 
FKS im Volumenverhältnis 1:1 gestoppt und die Zellen in PBS überführt, bevor eine 
Zentrifugation bei 240g für 5 Minuten erfolgte. Für alle folgenden Arbeitsschritte wurde 
Arbeiten auf Eis notwendig. Das Pellet wurde in 0,5 ml 100% FKS resuspendiert und 
anschließend 0,5 ml FKS / 10% Dimethysulfoxid (DMSO) tropfenweise zugegeben. Vor 
Überführung der Zellen in flüssigen Stickstoff erfolgte eine 24-stündige Zwischenlagerung 
bei -80°C. 
2.2.4 Auftauen kryokonservierter Zellen 
Die in flüssigem Stickstoff (N2) gelagerten Melanomzellen wurden bei 37°C im Wasserbad 
für maximal 2 min aufgetaut. Es folgte eine Zugabe von 1 ml 100% FKS und das Überführen 
der Zellsuspension in PBS. Einer 5-minütigen Regeneration der Zellen schloss sich eine 
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Zentrifugation bei 240g für 5 min an, wonach das Pellet in 5 ml DMEM-Wachstumsmedium 
resuspendiert wurde. Im Anschluss einer Überführung in 225 cm2 Kulturflaschen wurden die 
Zellen unter standardisierten Brutschrankbedingungen (37°C, 5 % (v/v) CO2, 95 % (v/v) Luft-
feuchtigkeit) kultiviert. Nach 24h erfolgte ein Mediumwechsel.  
2.2.5 Kultivierung und Subkultivierung 
Die horizontale Kultivierung der Melanomzellen erfolgte in einem konstanten zeitlichen 
Ablauf. Das Kulturmedium wurde stets 24 h nach Auftauen der Kultur und zusätzlich 
zweimal wöchentlich gewechselt. Lediglich vollständig konfluente Zellen wurden passagiert 
bzw. 80% konfluente Kulturen für Zentrifugationsversuche verwendet.  
Zur Subkultivierung wurden die adhärenten Zellen zunächst mit Melanotrypreagenz abgelöst. 
Die anschließende Zellzählung erfolgte mittels Neubauerkammer in 4% Trypanblau. Für 
Hypergravitationsexperimente wurden die Zellen mit 0,8x106 / 4 ml Wachstumsmedium in  
25 cm2 Kulturflaschen im Brutschrank kultiviert, und erst nach Ablauf von 24 h die Zugabe 
des serumfreien DMEM-Mediums mit Zusatz von 0,1 mM IBMX vorgenommen. Vor Beginn 
des Experimentes wurden die Zellen zur Regeneration erneut in den Brutschrank gelegt. 
2.2.6 Versuche unter veränderten Gravitationsbedingungen 
2.2.6.1 Hypergravitation  
Die Hypergravitationsexperimente erfolgten in der STATEX („Statolith Experiment“)-
Zentrifuge der Spacelab Mission D2. Neubert et al. (1996) modifizierten diese Zentrifuge zur 
Anwendung für adhärente Zellen in handelsüblichen Kulturflaschen (Abb. 2-1). 
 
 
Abb. 2-1  Modifizierte STATEX Zentrifuge zur Kultivierung adhärenter Zellen in Hypergravitation 
Material und Methoden 26 
Für unterschiedliche Beschleunigungen wurden angepasste Aufsätze konstruiert, so dass die 
25 cm2 Kulturflaschen in einem geeigneten Neigungswinkel positioniert und die Zellen 
gleichzeitig mit ausreichend Medium versorgt wurden (Abb. 2-2). 
 
 
Abb. 2-2  Geometrische Darstellung der auf die Kultivierung adhärenter Zellen wirkenden Kräftevektoren in 
der Zentrifuge - Der Neigungswinkel der Kulturflaschen steht in Abhängigkeit zu dem resultierenden 
Vektor aus Zentrifugal- (az)  und Erdbeschleunigung (g) (nach Ivanova et al. 2004). 
 
Die Kulturflaschen wurden am äußeren Rand in einem Abstand von 13,5 cm zur Drehachse 
der Zentrifuge befestigt und neigten sich bei Beschleunigung in einem Winkel α, so dass aus 
der senkrecht wirkenden Gravitationskraft (g) und der Zentrifugalbeschleunigung (az) die 
resultierende Beschleunigung ares senkrecht auf den zellenbewachsenden Kulturflaschenboden 
wirkte (Gleichung (Gl.) 2-1).  
 
[ ]2222. / smaaa gzres +=    (Gl. 2-1) 
 
=za   Zentrifugalbeschleunigung = gesucht 
=ga   Erdbeschleunigung = 9,81 [m / s2] 
=.resa  resultierende Beschleunigung = 5g = 49,05 [m / s2] 
 
Für die Fragestellung in dieser Arbeit sollten die Melanomzellen einer ares von 5g ausgesetzt 
werden. Um die Zentrifugalbeschleunigung zu berechnen, wurde Gleichung 1-1 nach az 
umgestellt und die bekannten Größen eingesetzt. 
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[ ]22222. /4981,905,49 smaaa gresz =−=−=    (Gl. 2-2) 
 
Die Umrechnung der Beschleunigung in die Umdrehungszahl der Zentrifuge (rpm) erfolgte 
über die Winkelgeschwindigkeit. 
 
[ 22 / smra z ⋅= ω ]     (Gl. 2-3) 
 
ω = Winkelgeschwindigkeit [rad/s] 
r = Radius [m] 
 
Die Winkelgeschwindigkeit (Gl. 2-6) wurde über die Frequenz [Umdrehungen/Zeiteinheit] 
definiert. 
   
[ s]
T
/12πω =     (Gl. 2-4) 
    
[ s]
T
f /11=      (Gl. 2-5)  =f  Frequenz [1/ s] 
 
[ sf /12 ⋅= ]πω      (Gl. 2-6)    
 
Die Winkelgeschwindigkeit aus Gl. 2-6 wird in jene der Beschleunigung eingesetzt und 
anschließend Gl. 2-3 nach der Frequenz umgestellt. 
 
( ) [ ]2222 /42 smrfrfa z ⋅⋅=⋅⋅= ππ  
 
[ s
r
a
r
af zz /1
2
1
4 2 ππ =⋅= ]  (Gl. 2-7) 
 
Bekannte Größen können nun durch die Variablen ersetzt und die Frequenz ermittelt werden. 
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Die Umdrehungszahl der Zentrifuge entspricht demnach bei einer resultierenden 
Beschleunigung von 5g 180 Umdrehungen / min.  
Die STATEX-Zentrifuge wurde in einem Brutschrank platziert, so dass die Zentrifugation 
unter physiologischen Bedingungen von 37°C erfolgen konnte. Die Kulturflaschen wurden 
währenddessen verschlossen. Gleichzeitig wurden 1g Kontrollen unter den gleichen 
Temperaturbedingungen und ebenfalls im geschlossenen Zustand kultiviert. Die 
durchgeführten Versuche erstreckten sich jeweils über einen Zeitraum von 24 h. 
2.3 Genexpressionsanalyse 
2.3.1 Ribonukleinsäure (RNA-) Isolation  
2.3.1.1 RNA-Isolation für semiquantitative reverse Transkription und  
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)  
Die RNA-Isolation aus den einzelnen Zellproben erfolgte über eine Affinitäts-
chromotographie mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits von Qiagen nach dem Protokoll des 
Herstellers. Die Lysierung der Zellen wurde mit Zugabe von 350 µl Lysierungspuffer/ 0,8 x 
106 Zellen vorgenommen. Die anschließende Homogenisierung des Lysates erfolgte mit einer 
20-G (Ø 0,9 mm) Kanüle. Nach Auftragen der Probe über die Säule und deren mehrmaligen 
Waschen nach Protokoll folgte die Elution von RNA mit 30 µl RNase freiem Wasser. Die 
RNA verblieb bei einer Lagerung bei -80°C stabil. 
2.3.1.2 RNA-Isolation für quantitative RT-PCR  
Zur Handhabung des RNeasy® Plus Mini Kits (Qiagen) wurde das Protokoll des Herstellers 
aus 2.3.1.1 übernommen. Lediglich nach der Homogenisierung des Lysates wurde ein 
zusätzlicher Schritt zur Eliminierung genomischer DNA (gDNA) eingefügt, der in dem 
Transfer des Homogenisates über eine gDNA-Eliminierungssäule bestand.  
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2.3.2 Bestimmung der RNA Integrität 
2.3.2.1 Photometrische Messung  
Für die photometrische Messung der RNA wurde zuvor RNase freies Wasser hergestellt. Eine 
0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC)/bidest. H2O Lösung wurde einen halben Tag bei 37°C mit 
leicht geöffnetem Deckel geschüttelt und zur Inaktivierung des DEPC´s bei 120°C für 40 min 
autoklaviert. 
Die Messung der Proben in einer Quarzküvette bei 220-320 nm mit einem Photometer des 
Modells GeneQuant 80-2101-98 von der Firma PharmaciaBiotech ermöglichte die 
Bestimmung der RNA Konzentration nach dem Lambert-Beerschem Gesetz. Zusätzlich stand 
das Verhältnis der Absorptionen 260 nm / 280 nm für die Reinheit der RNA Proben, die mit 
dem Quotienten 2 als maximal bewertet wurde. Von der jeweiligen RNA Probe wurden 2 µl 
eingesetzt und mit RNase freiem Wasser 1:35 verdünnt gemessen.  
2.3.2.2 Messung mittels Bioanalyzer® 2100 von Agilent  
Vorwiegend wurde die RNA Messung mit einem handelsüblichen Photometer durchgeführt. 
Durch die Erfassung der Absorptionen bei 260 und 280 nm wurde aus dem Quotienten der 
beiden Wellenlängen eine Kontamination durch verbliebene Peptide abgeschätzt. Anhand 
dieser Methode vermag zwar die Probenreinheit, aber nicht die RNA Integrität ermittelt 
werden. Zur Gewährleistung der RNA Integrität für die quantitative Polymerasekettenreaktion 
(qPCR) wurden stichprobenartig Proben mit dem Bioanalyzer® 2100 (Agilent Technologies) 
gemessen und deren Integritätsnummer (RIN-Nr.) bestimmt. Die RIN-Nr. stellt eine neuartige 
RNA Qualitätsanalyse dar, die von den Firmen Agilent Technologies und Quantiom 
Bioinformatics entwickelt wurde. Inzwischen hat sich die so genannte RIN-Skala, die Werte 
von 1 (geringe Integrität) – 10 (hohe Integrität) beinhaltet, als weltweites Standardmaß zur 
Beurteilung der RNA Qualität durchgesetzt. Die Messung basiert auf einer 
Fluoreszenzmarkierung der RNA Komponenten unterschiedlicher Länge, welche auf einem 
Miniaturgel in Mikrochipformat aufgetrennt und digital erfasst werden. Die Fluoreszenz-
intensität korreliert dabei mit der Anzahl der Nukleotide. Im Elektropherogramm werden die 
beiden Größen gegeneinander aufgetragen und es entsteht entsprechend der RNA Größen ein 
Signalprofil, welches für die Berechnung der RIN-Nr. zugrunde gelegt wird. Die Signale der 
18S und 28S rRNA weisen die höchsten Signalstärken im Elektropherogramm auf. Die 
Signalbeschaffenheit und -anordnung in den Zwischenräumen dieser Maxima bzw. die Höhe 
der Grundlinie liefert Informationen über die RNA Integrität. Die Berechnung der RIN-Nr., 
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die automatisiert von der Software vorgenommen wird, wird detailliert in einer Publikation 
von Schroeder et al. (2006) beschrieben.  
Zur Anwendung des Bioanalyzer® 2100 wurde zusätzliches Equipement benötigt, welches der 
Hersteller inklusive bereitstellte. Dazu zählten die Chip-„Priming“-Station zum Beladen der 
Nano-Chips und der IKA Vortex-Mixer. Der zusätzlich verwendete RNA 6000 Nano Kit 
enthielt sowohl die dafür erforderlichen Messchips als auch jegliche zur Messung 
notwendigen Reagenzien, mit Ausnahme des RNAseZAP®, welches gesondert geordert 
werden musste. Unmittelbar nach Erhalt des Kits wurde die RNA Leiter bei 70°C für 2 min 
denaturiert und aliquotiert in RNase freien Reaktionsgefäßen bei –80°C eingefroren. Zudem 
war vor Messbeginn eine Präparation der Gelmatrix erforderlich. 550 µl der Gelmatrix 
wurden auf einen im Kit enthaltenen Spinfilter pipettiert und für 10 min bei 15000 g 
abzentrifugiert. Je 65 µl fertige Gelmatrix wurden in RNase freien Reaktionsgefäßen 
aliquotiert, bei 4°C gelagert und waren innerhalb eines Monats zu verbrauchen. Jeder 
Messung ging eine Dekontaminierung der Messelektroden mit RNaseZAP® und RNase 
freiem Wasser wie im Handbuch des Herstellers beschrieben voraus. Die dazu benötigten 
Elektroden-Reinigungs-Chips waren ebenfalls Bestandteil des RNA 6000 Nano Kits. Der 
Mastermix für die eigentliche Messung wurde aus der vorbereiteten Gelmatrix und der 
Farbstofflösung in abgedunkeltem Raum angesetzt (Handbuch: RNA 6000 Nano Kit, Agilent 
Technologies). Der Nano-Chip konnte nun entsprechend der Handbuchvorlage mit Mastermix 
und Probe beladen, auf dem IKA Vortex-Mixer kurz geschüttelt und anschließend im 
Bioanalyzer® gemessen werden. Die geräteeigene Software berechnete aus den Messdaten 
eine RIN-Nr., die sowohl eine Aussage über die RNA Integrität als auch über eventuelle 
Verunreinigungen in der Probe zuließ. Gleichzeitig wurde die RNA Konzentration der 
vorliegenden Probe ermittelt.  
2.3.3 Semiquantitative RT-PCR 
Die semiquantitative reverse Transkription – Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) wurde mit 
dem Thermocyclern T1 und Tpersonal von Biometra durchgeführt. Sowohl für die RT als 
auch für die PCR wurden sämtliche Substanzen und Proben während des Gebrauchs auf Eis 
gelagert. 
Die folgende Tabelle zeigt eine Auflistung aller für die semiquantitative Analyse der mRNA 
Expression verwendeten Primer, die bei Biometra (Whatman) zur Biosynthese in Auftrag 
gegeben wurden.  
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Tab. 2-6  Primer zur Durchführung einer semiquantitativen RT-PCR mit humanen Melanomzellen –                
S = „Sense“ Primer, AS = „Antisense“ Primer 
 
 
2.3.3.1 Herstellung der Desoxynukleosid-5´-triphosphat-(dNTP-) Lösung 
Die sowohl in der RT als auch in der PCR verwendeten Nukleotide wurden separat geordert 
und in entsprechender Konzentration zu einem Nukleotidansatz (dNTPs) zusammen pipettiert. 
Aus der jeweils 100 mM konzentrierten Nukleotid-Stocklösung von Desoxyadenosin-5´-
triphosphat (dATP), Desoxyguanosin-5´-triphosphat (dGTP), Desoxycytidin-5´-triphosphat 
(dCTP) und Desoxythymidin-5´-triphosphat (dTTP) entstand mit DEPC-H2O Verdünnung ein 
10 mM dNTP-Mix, der aliquotiert bei -20°C gelagert wurde.   
2.3.3.2 Desoxyribonukleinsäure (DNA-) Verdau 
Zur Vermeidung von gDNA in den Proben wurde vor der RT ein DNA-Verdau mittels 
Desoxyribonuklease (DNase) I durchgeführt (Tab. 2-7). Dazu wurden die Antisense-Primer 
(AS-Primer) des jeweiligen Gens aus Tab. 2-6 verwendet. 
Tab. 2-7  Ansatz und Temperaturprogramm zum Abbau von gDNA 
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Nach Beendigung des Programms wurde anschließend unmittelbar die RT durchgeführt und 
dazu die Proben kurzfristig auf Eis gelagert. 
2.3.3.3 Reverse Transkription (RT) 
Die RT beinhaltet die Umwandlung der isolierten RNA in cDNA (engl.: copy DNA). Die 
benötigten RT-Reagenzien (Tab.2-8) waren in dem Superscript II Kit von Qiagen inbegriffen. 
Folgende Konzentrationen wurden pro Probe eingesetzt: 
Tab. 2-8  Ansatz und Temperaturprogramm der reversen Transkription  
 
 
 
Neben den Proben wurde eine Negativkontrolle angesetzt, welche die gesamten 
Komponenten mit Ausnahme der reversen Transkriptase beinhaltete, um auf einer 
Gelelektrophorese eine Kontamination von gDNA in den Proben auszuschließen. Die 
Lagerung der cDNA Proben erfolgte bei -40°C. 
2.3.3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Das Ziel der PCR besteht in der Amplifikation der transkribierten cDNA. Die jeweiligen 
Primersequenzen für die Genprodukte MRP4, MRP5 und natriuretischer Peptidrezeptor A 
(NPRA) sind der Tab. 2-6 zu entnehmen. Zusätzlich zu den Proben wurde eine erneute 
Negativkontrolle angesetzt, die sämtliche Reagenzien, aber kein Probenmaterial enthielt, um 
etwaige Kontaminationen der PCR-Substanzen gelelektrophoretisch ermitteln zu können. 
Ausgenommen der Primer und der dNTPs waren die verwendeten PCR-Reagenzien         
(Tab. 2-9) Bestandteil des Kits „Hot Star Taq“ von Qiagen. 
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Tab. 2-9  Ansatz und Temperaturprogramm der semiquantitativen PCR 
 
 
 
Zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -40°C gelagert. 
2.3.4 Semiquantitative RT-PCR als Multigen-Assay  
Der Multigen-Kit (MultiGene-12TM RT-PCR Profiling Kit, Super Array) ermöglicht die 
gleichzeitige PCR von 11 unterschiedlichen Genen mit einem Referenzgen (Tab. 2-10). Der 
Assay bestand aus Streifen mit 12x 0,5 ml Reaktionsgefäßen, in denen sich jeweils die 
lyophilisierten Primer eines jeden Gens befanden. Zur Durchführung der PCR wurde der 
Thermocycler T1 von Biometra verwendet, da dieser mit einem Thermoblock für 96-„Well“-
Platten ausgestattet war, in dem die Reaktionsstreifen platziert werden konnten. Die 
Durchführung des gesamten Assays erfolgte auf Eis. 
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Tab. 2-10   Untersuchte Gene mittels des Multigen-Assays (Super Array) 
 
 
2.3.4.1 RT (ReactionReady TM First Strand Synthesis Kit) 
Für die RT des Multigen-Assays wurde ein speziell geeigneter Kit (ReactionReadyTM First 
Strand cDNA Synthesis Kit) der Firma Super Array verwendet. Der RT war ein 
Primeranlagerungsprogramm vorangestellt, welches wie folgt durchgeführt wurde: 
Tab. 2-11  Ansatz und Temperaturprogramm der Primeranlagerungsreaktion der RT für den Multigen-Assay 
 
 
 
Während der Primeranlagerung konnte der Mastermix für die eigentliche RT Reaktion 
vorbereitet werden (Tab. 2-12, Ansatz I). Dieser wurde für eine Minute auf 37°C vorgewärmt. 
Mit dem zweiten Ansatz erfolgte die Zugabe des Mastermix zu der Reaktion der 
Primeranlagerung. Nachfolgend wurde die eigentliche RT durchgeführt (Tab. 2-12, Ansatz 
und Programm II). 
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Tab. 2-12  Ansatz und Temperaturprogramm der RT für den Multigen-Assay 
 
 
 
2.3.4.2 PCR (MultiGene-12TM RT-PCR Profiling Kit) 
Der im Kit (MultiGene-12TM RT-PCR Profiling Kit, Super Array) enthaltene Mastermix lag 
in lyophilisierter Form vor, und wurde in 300 µl PCR-reinem Wasser suspendiert. Zudem 
wurde die cDNA einer Probe direkt hinzu pipettiert. Im Anschluss daran erfolgte die 
Aliquotierung des Ansatzes in die 12 Reaktionsgefäße eines Streifens mit den darin 
befindlichen Primern eines jeden Gens.  
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Tab. 2-13  PCR-Ansatz und Temperaturprogramm des Multigen-Assays 
 
 
 
Die Lagerung der Proben erfolgte bei -40°C. 
Aufgrund standardisierter PCR-Parameter für die gleichzeitige Verwendung der zwölf Primer 
können bei einem Multigen-Assay keine Aussagen bezüglich Expressionsunterschieden 
zwischen verschiedenen Genen getroffen werden. Vielmehr wird ein interexperimenteller 
Vergleich der Expression eines Gens gewährleistet. 
2.3.5 Gelelektrophorese 
2.3.5.1 Herstellung des Probenladepuffers 
Der DNA Ladepuffer, der zur Auftragung der Proben in der Gelelektrophorese diente, wurde 
aus 5 ml Glycerol (99% (v/v)), 1 ml von einer 100 mM Tris-Lösung (pH 7,5), 200 µl von  
0,5 M EDTA (pH 7,5), 25 mg Bromphenolblau und sterilem bidestilliertem H2O hergestellt 
und die Aliquote bei -20°C eingefroren.  
2.3.5.2 Durchführungsprotokoll 
Die cDNA wurde in DNA-Ladepuffer [1x] verdünnt, auf ein mit Tris-Borat-Elektrophorese-
Puffer (TBE-Puffer) hergestelltes 2% Agarosegel aufgetragen und bei 85V mit einem 
Gelsystem von Biometra (Horizon 11.14, Whatman mit Powerpack P25T) gefahren. Das 
Ethidiumbromid wurde in einer Konzentration von 0,5 µg / ml direkt zu der Agarose-
Puffermischung hinzugegeben. Für die Proben des Multigen-Assays wurde kein DNA 
Ladepuffer benötigt. Diese konnten mit 10 µl pur auf das Gel aufgetragen werden. Die DNA 
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Banden wurden mittels einer UV-Lampe (TI-3, Biometra) sichtbar gemacht, und das Gel zur 
Auswertung mit einer Digitalkamera (Coolpix 4500, Nikon) photographiert. 
2.3.6 Quantitative RT-PCR 
Im Gegensatz zu einer semiquantitativen PCR, die auf einer Endpunktanalyse basiert, erlaubt 
die kinetische Quantifizierung der mRNA Expression die Datenerhebung in der Phase der 
effizientesten Amplifizierung einer jeden PCR Reaktion. Die qPCR Bedingungen bedürfen 
einer Maximierung von Sensitivität und Spezifität der Primeranlagerung und Amplifizierung, 
um an dem Punkt höchster Amplifizierungseffizienz (Cp-Wert, Tab. 2-14) eine möglichst 
authentische Proportionalität zur eingesetzten cDNA Menge und damit eine nachhaltige 
Reproduzierbarkeit der Daten zu gewährleisten. In der Tab. 2-14 werden spezifische qPCR 
Begrifflichkeiten erläutert, die im Folgenden zur Beschreibung des experimentellen Ablaufs 
verwendet werden. 
Tab. 2-14  Erläuterung der qPCR Begrifflichkeiten 
Crossing Point (Cp) Der Cp-Wert stellt den Punkt des Maximums der zweiten Ableitung der PCR Verlaufskurve dar. Die 
PCR Amplifikation geht bei Messung des Cp-Wertes von der linearen in die exponentielle Phase über. 
An diesem Punkt liegt daher die höchste Proportionalität der amplifizierten cDNA Menge zur 
Ausgangskonzentration vor.  
Effizienz (E) Die Effizienz einer PCR beschreibt deren Kinetik und wird durch PCR-Reagenzkonzentrationen, 
Primerspezifität und cDNA Integrität beeinflusst. 
Referenzgen Das Referenzgen wird in allen Zelllinien unabhängig deren Kultivierungsmodalitäten konstitutiv und 
konstant exprimiert.  
Targetgen Das Targetgen stellt das zu untersuchende Gen dar. 
Kalibrator Der Kalibrator ist eine vorab bestimmte Zelllinie bzw. Probe, die in jedem PCR Lauf mitgefahren und 
mit den Experimentalproben ins Verhältnis gesetzt wird. Geeignet dafür sind Zelllinien stabilen 
Genoms. Daher wird das Verhältnis von Target- zu Referenzgen als konstant vorausgesetzt und bietet 
damit einen beständigen Kalibrierungspunkt zwischen verschiedenen PCR Läufen. 
 
Da die PCR Kinetik dem Einfluss zahlreicher Parameter unterliegt, kann die 
Amplifizierungseffizienz nicht als Verdopplungsrate (optimale Bedingung) vorausgesetzt 
werden, sondern wird pro Probe in jedem Lauf über jeweilige Standardkurven ermittelt, und 
in der Quantifizierung berücksichtigt. Die Quantifizierung einer jeden Probe ist damit direkt 
von der jeweiligen Reaktionseffizienz beeinflusst. Die Gl. 2-8 veranschaulicht den 
Zusammenhang von PCR Kinetik und Effizienz. 
 
CpENN ∗= 0  (Gl. 2-8)  N    relative Anzahl der Moleküle im n-ten PCR-Zyklus  
N0  relativ eingesetzte Menge an cDNA  
E Effizienz 
Cp Crossing Point 
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Zur relativen Quantifizierung wird die cDNA Menge N zum Zeitpunkt des Cp-Wertes sowohl 
für die Expression eines Target- als auch eines Referenzgens einer jeden Probe bestimmt, und 
ins Verhältnis zueinander gesetzt. Um Varianzen im Quotienten zwischen verschiedenen PCR 
Läufen auszugleichen, wird zusätzlich eine Kalibratornormalisierung der Probendaten 
vorgenommen, woraus sich Gl. 2-9 ergibt.  
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2.3.6.1 Auswahl des Kalibrators 
Bei dem Kalibrator handelt es sich gegenüber den Experimentalproben um eine positive 
Vergleichsprobe mit einem stabilen Verhältnis von Target- zu Referenzgen. Dieses dient zur 
Normalisierung aller Proben innerhalb eines Laufs und als konstanter Kalibrierungspunkt 
zwischen mehreren PCR Läufen. In der vorliegenden Arbeit wurde die basal kultivierte, nicht 
metastasierende Melanomzelllinie 1F6 als Kalibrator ausgewählt. Wichtig für die Auswahl 
eines Kalibrators sind die Verwendung einer Zelllinie stabiler Genexpression und deren 
Beibehaltung in allen zu vergleichenden PCR Läufen. 
2.3.6.2 Auswahl des Referenzgens 
Referenzgene haben die Eigenschaft, in einer Zelle unabhängig von ihren 
Inkubationsmodalitäten konstitutiv und konstant exprimiert zu werden. Die tolerierbare 
Varianz des Referenzgens liegt innerhalb von 8 Zyklen. Es dient zur Abstimmung 
schwankender Zellzahlen in unterschiedlichen Proben und gewährleistet damit eine 
authentische Quantifizierung der mRNA Expression proportional zur eingesetzten cDNA 
Menge. Für die vorliegenden Untersuchungen wurde das Referenzgen Hypoxanthin-
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) gewählt, da es mittelmäßig stark exprimiert wird und 
damit einen vergleichbaren Expressionslevel der zu untersuchenden Multidrug-Resistenz 
Proteine aufweist. 
2.3.6.3 RT für quantitative (q)PCR 
Die RT für die qPCR wurde auf dem Thermocycler T1 (Biometra) durchgeführt. Dazu diente 
der Kit „QuantiTect® Reverse Transcription“ von Qiagen. Den Anfang der RT bildete ein 
Temperaturprogramm zur Eliminierung von gDNA. 
Tab. 2-15   Ansatz und Temperaturprogramm für die Eliminierung von gDNA aus der RNA Probe  
 
 
 
Im zweiten Schritt wurde der eigentliche Mastermix der RT angesetzt, und zu dem Ansatz I          
(Tab. 2-15) hinzu pipettiert (Tab. 2-16).  
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Tab. 2-16  Ansatz und Temperaturprogramm der RT für die qPCR 
 
 
Die erhaltene cDNA wurde bei -40°C aufbewahrt oder direkt in einer qPCR verwertet.  
2.3.6.4 qPCR  
Die Durchführung der qPCR erfolgte mittels des LightCycler® 1.5 von Roche auf Basis der 
SYBR®-Grün Detektion. Dabei lagert sich das Fluorochrom während der Amplifikation an 
die doppelsträngige DNA an, so dass die gemessene Fluoreszenzintensität eine 
Proportionalität zu der eingesetzten cDNA Menge erreicht. Das LightCycler® -System ist auf 
eine Verwendung von Glaskapillaren angelegt, in die die Proben zur Detektion hinein 
pipettiert werden. Für die qPCR wurden der „QuantiFastTM SYBR®-Green PCR“ Kit (Qiagen) 
mit den entsprechenden QuantiTect® Primer Assays (Qiagen) für HPRT1, MRP4, MRP5 und 
MRP8 verwendet. Alle Primer wurden von Qiagen auf eine einheitliche Schmelztemperatur 
(Tm) normiert. Am Ende einer jeden PCR wurde ein Temperaturprofil zum erneuten 
Aufschmelzen der cDNA programmiert, um die Spezifität der Primerbindung bzw. des 
Amplifikates zu überprüfen. Die Schmelzkurve entsteht aus der Auftragung der 
Fluoreszenzänderung pro Zeiteinheit gegenüber der Temperatur. Durch das Aufschmelzen der 
cDNA werden die SYBR®-Grün Fluorochrome, die lediglich an doppelsträngige DNA 
binden, freigegeben und es wird ein Fluoreszenzabfall messbar. Für jede amplifizierte cDNA 
Länge und Nukleotidzusammensetzung wird eine im Verlauf der sukzessiven 
Temperaturerhöhung spezifische Schmelztemperatur (Tm) erreicht, die zum Zeitpunkt des 
Maximums der Kurve an der Abszisse abzulesen ist. Verschmutzungen durch gDNA, 
Artefakte oder Primerdimer-bildungen, die die Effizienz der PCR beeinträchtigen, würden 
sich als unspezifische Peaks mit verschobenem Maximum zeigen. 
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In Tab. 2-17 ist der PCR Ansatz / Probe und das dazugehörige Temperaturprogramm 
dargestellt. Die qPCR wurde beendet, wenn die PCR Kinetik die Plateau-Phase erreicht hatte, 
um die Berechnung des Cp-Wertes als Maximum der zweiten Ableitung des PCR 
Algorithmus zu gewährleisten. 
Tab. 2-17  Ansatz, Temperaturprogramm und Geräteparameter der qPCR mittels Lightcycler®-System auf 
Basis von SYBR®-Grün 
 
 
 
 
Anhand der Steigung der PCR Verlaufskurve kann die Effizienz der Reaktion visuell 
abgeschätzt werden. Je steiler die exponentielle Phase, desto optimaler die Effizienz der PCR 
Reaktion. Stabile Effizienzen stehen u.a. für eine standardisierte Durchführung des Versuchs, 
und damit für eine Reproduzierbarkeit der Daten. 
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2.3.6.4.1 Erstellung einer Standardkurve 
Für die Effizienzbestimmung der jeweiligen PCR Reaktion wurde mit Hilfe des Kalibrators in 
verschiedenen Verdünnungen eine Standardkurve sowohl der Target- als auch des Referenz-
gens erstellt (HPRT1, MRP4, MRP5: 1:1, 1:10, 1:102, 1:103, 1:104; MRP8: 1:1, 1:5, 1:10, 
1:20, 1:50). Die Bestimmung der Cp-Werte jeder einzelnen Verdünnung erfolgte in 
Duplikaten und über Berechnung eines Mittelwertes. Daraus wurde die Qualität der erstellten 
Standardkurven mittels der Standardabweichung und der Vereinbarkeit der Messpunkte durch 
einen Algorithmus beurteilt. Bei höheren Konzentrationen und stabilen PCR Bedingungen 
verläuft die Abhängigkeit zwischen PCR Zyklus (Cp-Werten) und relativer Konzentration 
proportional und es ergibt sich ein linearer Kurvenverlauf. Die PCR Reagenzien und die 
cDNA Konzentration liegen in einem balancierten Verhältnis vor. Daraus ergibt sich bei einer 
1:10 Verdünnung jeweils ein Abstand der Cp-Werte von 3,3 Zyklen, was einer Verdopplung 
der Amplifizierung und damit einer optimalen Reaktionseffizienz von 2 zugrunde liegt. 
Sobald die PCR Reagenzkonzentrationen unter einen Schwellenwert sinken, verändert sich 
die Effizienz der PCR, wie z.B. durch eine geringere Bindungseffizienz der Primer und die 
Proportionalität ist nicht länger gewährleistet. Demnach liegen die Effizienzen unter dem 
Wert 2, was zudem an dem abfallenden Verlauf der Standardkurven im Bereich der höheren 
Verdünnungen abzulesen ist. Die relativen Standardkurven werden lediglich einmal bestimmt 
und in der Software als Koeffizienten-Datei hinterlegt, die in die Berechnung zur 
Normalisierung der Werte mit einbezogen wird. Die Software RelQuant® erstellt automatisch 
einen polynomischen Algorithmus, mit Hilfe dessen zu jedem Zeitpunkt die genaue Effizienz 
der PCR aus der Steigung der Kurve berechnet werden kann. Sowohl der Algorithmus als 
auch die berechneten Effizienzen sind für den Anwender nicht verfügbar (Roche 
Diagnostics). 
2.3.6.5 Auswertung 
2.3.6.5.1 Relative Quantifizierung 
Nachdem die Daten aus der LightCycler® Software als Textdatei abgespeichert wurden, 
konnten diese mit Hilfe der Rel.Quant® Software in eine Koeffizientendatei umgewandelt 
werden. Dazu wurde die Standardkurve des Referenzgens HPRT1 mit jeweils einem 
Targetgen ins Verhältnis gesetzt, so dass nach Fertigstellung für jedes Targetgen eine eigene 
Koeffizientendatei vorlag, welche zur Effizienzkorrektur mit einbezogen wurde. Um des 
Weiteren normalisierte Werte zu erhalten, mussten Analysedateien erstellt werden. Dazu 
diente wiederum die Software RelQuant®, in welcher die PCR eines Targetgens ins Verhältnis 
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zu der PCR des Referenzgens HPRT1 unter Berücksichtigung der entsprechenden 
Koeffizientendatei gesetzt wurde. Die Berechnungen der normalisierten Werte verlaufen 
automatisiert nach einem verschlüsselten Algorithmus, dem die Gl. 2-9 zugrunde liegt.  
2.3.6.5.2 Statistik 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels des Student´s t-test (ungepaart, 
zweiseitig) in Microsoft Excel. Das Signifikanzniveau wurde auf p ≤ 0,05 festgelegt.  
2.4 Proteinexpressionsanalyse 
Für die Quantifizierung der Proteinexpression von MRP4, MRP5 und MRP8 in 
Melanomzellen wurde die Durchflusszytometrie mittels eines FACS-(„fluorescence activated 
cell sorting“) Gerätes der Firma Becton Dickinson verwendet. Das Prinzip der 
Durchflusszytometrie beruht auf einer lasergestützten Fluoreszenzmessung auf 
Einzelzellebene. Dazu wurde das entsprechende Zielprotein vorab mit einem monoklonalen 
Antikörper markiert, an welchem ein zweiter fluorochromkonjugierter Antikörper bindet. 
Diese Fluorochrome werden durch monochromatisches Licht einer bestimmten Wellenlänge 
angeregt und emittieren daraufhin Licht in einem für jedes Fluorochrom charakteristischen 
Wellenlängenbereich. Die Fluoreszenz wird in einem Durchflusszytometer mittels 
hochempfindlicher Lichtsensoren (Photomultiplerröhren) erfasst und in digitale Signale 
umgewandelt. Über die gemessene Fluoreszenzintensität konnte eine Quantifizierung der 
Proteine vorgenommen werden. 
2.4.1 Durchführungsprotokoll 
2.4.1.1 Herstellung des Saponin- und Waschpuffers 
10% (v/v) Saponin:  Mit PBS wurde eine 10% Saponin-Lösung hergestellt und 
anschließend sterilfiltriert. 
PBS/BSA/Azid (PBA): Zu 500 ml PBS wurden 0,5 ml 1M Natriumazid (NaN3) und 
2,5g BSA addiert. Es folgte eine Sterilfiltration des Puffers. 
5 ml der 10% Saponin-Lösung wurden mit 95 ml PBA versetzt, so dass der 
Permeabilisierungspuffer 1:100 verdünnt vorlag. PBA wurde zusätzlich als Waschpuffer zur 
Vorbereitung der Zellsuspension auf die durchflusszytometrische Messung verwendet. 
Material und Methoden 44 
2.4.1.2 Markierung der Zielproteine 
Nach Ablösung der Zellen erfolgte die Permeabilisierung der Zellmembranen und Fixierung 
des Proteinstatus mit unterschiedlichen Reagenzien, die im Folgenden aufgelistet sind. 
Permeabilisierung und Fixierung mit 70% (v/v) Methanol 
70% Methanol wurde in einem Verhältnis von 100 µl / 0,8x106 Zellen zugegeben und die 
Proben für 5 min auf Eis inkubiert.  
Solubilisierung mit 0,1% (v/v) Saponin 
Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 2% Formalin im Verhältnis 100 µl / 0,8x106 Zellen für 
20 min bei Raumtemperatur. Währenddessen wurde der erste Antikörper in 0,1% Saponin-
Lösung verdünnt. In 35-minütiger Inkubation der Proben erneut bei Raumtemperatur wurde 
die Permeabilisierung der Zellen mit gleichzeitiger Bindung des Antikörpers bewirkt.  
Permeabilisierung und Fixierung mit 99,9% (v/v) Aceton 
Die Zellen wurden, nach Versuchsbedingungen sortiert, in Glasröhrchen vereint (5x 0,8x106 
Zellen von 1g bzw. 5g Proben / Glasröhrchen) und erst zur Antikörperinkubation in 0,8x106 
Zellen / Probe aliquotiert. 3 ml 99,9% Aceton wurden zu 5x (0,8x106) Zellen hinzu pipettiert. 
Die Inkubation auf Eis umfasste 5 min. Die Proben wurden mit PBA gewaschen und 
anschließend in FACS-Röhrchen entsprechend aufgeteilt. 
Solubilisierung mit 0,1% (v/v) Triton X-100
Die Fixierung der Zellen wurde mit 100 µl 2% (v/v) Formalin für 20 min bei Raumtemperatur 
durchgeführt. Zur eigentlichen Solubilisierung wurden 100 µl 0,1% Triton X-100 zu Proben 
mit 0,8x106 Zellen pipettiert. Die Dauer der Inkubation auf Eis belief sich auf 5 min.  
Der primäre Antikörper wurde vorab in PBA 1:20 (oder Saponin-Lösung, siehe oben) 
verdünnt, so dass 0,63 µg / 50 µl zu 0,8x106 Zellen hinzugegeben werden konnten. Mit 
Ausnahme der Verwendung von Saponin wurden die Inkubationen für die Bindung des ersten 
Antikörpers auf Eis durchgeführt. Der Zeitraum umfasste stets 35 Minuten. Nach Beendigung 
wurden die Proben zweimal in Folge mit PBA-Puffer gewaschen. Danach erfolgte die 
Bindung des sekundären Antikörpers. Die fluorochrommarkierten Antikörper 
(Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) oder Phycoerythrin (PE)) wurden zuvor in PBA verdünnt, 
und mit 1 µg / 0,8x106 Zellen appliziert. Die Inkubation auf Eis war erneut nach 35 min 
abgeschlossen. Zur Minimierung nichtgebundenen Fluorochroms in Lösung beendete ein 
zweimaliger Waschschritt mit PBA die Markierung der Zellen. Für die Messung wurden die 
Zellpellets in jeweils 300 µl PBS resuspendiert.  
 
Material und Methoden 45 
2.4.2 Durchflusszytometrische Messung  
Die Zellsuspension im FACS-Röhrchen wird über eine Kapillare in die Messküvette des 
Gerätes gezogen und durch das Innere eines Trägerstroms höherer Flussgeschwindigkeit 
geleitet. Die umgebende Trägerflüssigkeit beschleunigt die Zellen so stark, dass diese den 
Argon-Laser (hier verwendet) vereinzelnd passieren (hydrodynamische Fokussierung). Das 
von den gebundenen Fluorochromen emittierte Fluoreszenzlicht wird durch Teilerspiegel und 
farbselektive Bandpassfilter in Fluoreszenzspektren aufgetrennt und mittels photosensitiver 
Detektoren, so genannte Photomultipler, als elektronisches Signal verstärkt. Ein Analog-
Digitalwandler konvertiert die in Volt registrierten Signalintensitäten für jeden 
Messparameter in eine Kanalzahl (hier: 1024 Kanäle). Die Verstärkung der Signale kann 
linear oder logarithmisch erfolgen. Im verwendeten Analysegerät FACScan (Becton 
Dickinson) standen Sensoren für 530 nm (Fluoreszenzkanal FL1), 585 nm (FL2) und größer 
650 nm (FL3) zur Verfügung. Das Absorptionsspektrum von FITC beträgt 495 nm und von 
PE 565 nm, so dass diese jeweils im FL1 bzw. im FL2 Kanal erfasst wurden. Für jede Probe 
wurden 104 Fluoreszenzereignisse gemessen, die sich in Signale, die durch gebundenen 
Antikörper entstehen und durch ungebundenes Fluorochrom unspezifische Fluoreszenz 
(Hintergrundfluoreszenz) aufteilen. Zu deren Differenzierung wurden neben den Proben 
vergleichende Negativkontrollen bestimmt, die lediglich den zweiten Antikörper enthielten. 
Für die Auswertung konnte dann die Hintergrundfluoreszenz von der insgesamt ermittelten 
Fluorezenzquantität subtrahiert werden.  
2.4.3 Quantifizierung 
Für Proteinexpressionsquantifizierung wurde die Anzahl der Zellen (Ordinate) gegen die 
Fluoreszenzintensität der 1024 Kanäle (Abzisse) in Form eines Histogramms aufgetragen. Für 
die Erfassung der Probendaten wurde die integrierte Software CellQuest® (Becton Dickenson) 
verwendet. Die Rohdaten waren ebenfalls für die Software WinMDI® 2.9 kompatibel, mit 
Hilfe derer die in dieser Arbeit verwendeten Histogramme dargestellt wurden. Zur 
Quantifizierung wurden die Werte der Negativkontrolle ohne ersten Antikörper und der 
jeweiligen Probe in SigmaPlot® 2000 als Textdateien importiert und die Differenz der Flächen 
zueinander berechnet. Damit wurde die Hintergrundfluoreszenz aus den gemessenen Daten 
eliminiert und lediglich gebundene Fluorochromsignale erfasst. Werden die Histogramme der 
beiden Proben übereinander gelegt, entsteht eine Verschiebungsfläche, die der Intensität der 
gebunden Zielproteine entspricht (Abb. 2-3).  
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3 Ergebnisse 
In den Untersuchungen von Ivanova et al. (2004) wurde eine hypergravitationsinduzierte 
Erhöhung des cGMP Exports bei gleichzeitiger Inhibierung der cGMP-spezifischen PDE5 in 
NHM und nicht metastasierenden Melanomzellen gefunden. Der stark metastasierende 
Phänotyp erwies sich dahingehend unbeeinflusst. Biochemische Analysen der de novo 
Proteinsynthese lieferten den Anhaltspunkt, dass neben einer vermehrten Expression 
endogener Transporter insbesondere die spezifischen cGMP Transporter MRP4, 5 und 8 für 
einen erhöhten Export verantwortlich sein könnten. Da eine MRP4, 5 und 8 Expression in 
Hypergravitation in Abhängigkeit zum Metastasierungspotential von Melanomzellen stehen 
könnte, wurde neben den spezifischen cGMP Transportern das Expressionsprofil zusätzlich 
ausgewählter Vertreter der ABC-Transporterfamilie untersucht.  
3.1 Methodenoptimierungen der Expressionsanalyse von MRP4, 5 und 8 
und weiterer ABC-Transporter  
Die Untersuchung der Fragestellungen wurde sowohl auf mRNA als auch Proteinlevel anhand 
semiquantitativer und quantitativer PCR Analysen und FACS Messungen umgesetzt. Die 
Kultivierung der Zellen erfolgte, unter in den weiteren Kapiteln als „basal“ definierten 
Bedingungen, in DMEM-Medium supplementiert mit 10% FKS. Die 5g und 1g Proben 
sowohl zur RNA als auch Proteinmessung entstanden aus Zellkulturen unter Kultivierung in 
serumfreien DMEM-Medium und Zugabe des unspezifischen PDE Inhibitors IBMX. 
3.1.1 Optimierungen zur relativen qPCR Analyse 
Die Umsetzung einer effizienten qPCR mit relativer Quantifizierung beruht auf der 
Gewährleistung der vollständigen cDNA Transkription über eine hohe RNA Integrität und der 
Auswahl einer geeigneten Kalibratorzelllinie und des Referenzgens. 
3.1.1.1 RNA Integrität 
Eine hohe RNA Integrität bildet die Grundvoraussetzung einer möglichst spezifischen und 
effizienten RT-qPCR Analyse. Die Messung der RNA Integrität erfolgte mittels des 
Bioanalyzers® 2100, der durch eine digitalisierte Erfassung der RNA Fragmentgrößen und 
deren Verteilung in einer Probe eine algorithmisch basierte konzentrationsunabhängige 
Kennziffer (RIN-Nr.) berechnet. Eine graduelle Degradierung wird durch eine RNA 
Verteilung vermehrt kürzerer Fragmentgrößen reflektiert. Die Skala reicht von 1 für höchste 
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Degradierung bis zum Optimalwert von 10 für vollständige Integrität der RNA. Für die 
Ermittlung der RIN-Nr. der eigenen Proben wurde von den Zelllinien 1F6 und BLM 
stichprobenartig jeweils eine 5g Probe mit korrespondierender 1g Kontrolle gemessen (Abb. 
3-1).  
Die Elektropherogramme und Gelelektrophoresen der gesamten Proben zeigen um das 2-
fache vergrößerte Fragmentgrößen für 28S (ca. 3500 Nukleotide (nt)) im Vergleich zu 18S 
rRNA (ca. 1700 nt). Daraus ergibt sich eine ribosomale Ratio von 2, ein Kriterium hoher 
RNA Integrität. Die RIN-Nr. der gemessenen Proben aus 1F6- (1g und 5g) und BLM-Zellen 
(1g) weisen den Optimalwert von 10,0 auf, und bestätigen damit eine vollständige Integrität 
der RNA. Die 5g Probe der Zelllinie BLM zeigt im Elektropherogramm ein zusätzliches 
Maximum bei 25 nt, welches die RIN-Nr. auf 9,6 reduziert. Verwertbare RNA hoher 
Integrität weisen RIN-Nr. zwischen 9,5-10,0 auf (Schroeder et al. 2006). Nach den 
Ergebnissen der Stichprobenmessung zu urteilen, wurden alle Proben, die mit der unter 2.3.1 
beschriebenen, standardisierten Methode isoliert wurden, für eine qPCR als verwertbar 
befunden. 
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 Abb. 3-1  Überprüfung der RNA Integrität von repräsentativen 1F6- 
und BLM-Proben zur Verwendung in der qPCR – (A) In 
den Elektropherogrammen wurde die gemessenen 
Fluoreszenzeinheiten [FU] gegenüber der Größe der RNA 
[nt] aufgetragen (nt: Nukleotide). (B) Die gelelektro-
phoretische Darstellung der RNA Auftrennung zeigt für jede 
Probe die voneinander abgrenzbaren Banden der 18S- und 
28S-RNA. 
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3.1.1.2 Auswahl des Kalibrators  
Die relative Quantifizierung determiniert Genexpressionsveränderungen in Proben unter-
schiedlicher Kultivierungsbedingungen zu einem Kalibrator stabilen Expressionsverhaltens. 
Für die vorliegenden Untersuchungen wurde als Kalibrator die in DMEM-Wachstumsmedium 
kultivierte, nicht metastasierende Melanomzelllinie 1F6 gewählt, welche zunächst bezüglich 
einer stabilen Expression von MRP4, 5 und 8 getestet werden musste. In Kapitel 3.1.1.4 
werden die Untersuchungen der Kalibratorauswahl zusammen mit der PCR Verlaufs-
optimierung dargestellt.  
3.1.1.3 Auswahl des Referenzgens 
Das konstitutiv und stabil exprimierte Referenzgen dient vor allem zur Korrektur von cDNA 
Qualitätsunterschieden und eingesetzten Konzentrationsvarianzen. Die frühere Annahme, dass 
Referenzgene aus Stoffwechseltransduktionskaskaden keinen Expressionseinflüssen unter-
liegen und in unterschiedlichen Zelllinien ähnliche Expressionslevel besitzen, wird aufgrund 
zahlreicher Studien in Frage gestellt (Bustin 2002). HPRT1 wurde für die vorliegenden 
Untersuchungen aufgrund seines zu den Targetgenen analogen Expressionsniveaus gewählt, 
um die Empfindlichkeit der Auswertung von gegebenenfalls geringen Expressions-
unterschieden zu erhöhen. Das Enzym katalysiert einen wichtigen Syntheseschritt im 
Purinmetabolismus und ist unmittelbar in den zellulären Vitalitätsstoffwechsel involviert. 
Somit kann von einem weitestgehend konstanten Expressionslevel ausgegangen werden, 
welcher im Folgenden untersucht wurde (3.1.1.4).  
3.1.1.4 PCR Verlauf 
Anhand der PCR Verlaufskurven des Kalibrators und der Zelllinien unterschiedlicher 
Kulturbedingungen können die Stabilität der Kalibratorzelllinie 1F6 und des gewählten 
Referenzgens HPRT1 bzw. dessen Expressionsniveaus überprüft werden. Zusätzlich ist es 
möglich, an der Steigung der Kurven Effizienzvarianzen verschiedener PCR Läufe 
abzuschätzen. Repräsentative PCR Kinetiken für HPRT1 und die Targetgene MRP4, 5 und 8 
in der Gegenüberstellung von Fluoreszenzintensität und Zyklenzahl wurden für jede Zelllinie 
gesondert dargestellt (Abb. 3-2 bis 3-6, A-D). Die Schmelzkurvenanalyse dient dem 
Nachweis der jeweiligen Amplifikatspezifität (Abb. 3-2 bis 3-6, E-H). In violett wurden die 
Verläufe der 5g, in schwarz derer der 1g Proben visualisiert. Die Messung erfolgte jeweils in 
Duplikaten. Die grauen Verläufe zeigen den Kalibrator und die Negativkontrolle, die ohne 
Probenmaterial angesetzt wurde. Aufgrund des relativ geringen Expressionsniveaus der 
einzelnen Gene wurde die cDNA unverdünnt gemessen. 
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Abb. 3-2 Repräsentative qPCR Verlaufs- (A-D) und Schmelzkurven (E-H) des Referenzgens HPRT1 und der 
Targetgene MRP4, 5 und 8 für Proben der nicht metastasierenden Melanomzelllinie 1F6 – Die 
einzelnen Kurvenverläufe zeigen die PCR Kinetiken der in Duplikaten bestimmten 5g (     ) und 1g 
Proben (       ), des Kalibrators (        ) und der Negativkontrolle ohne Probenmaterial (       ).   
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Abb. 3-3 Repräsentative qPCR Verläufe (A-D) und Schmelzkurven (E-H) der mäßig metastasierenden 
Melanomzelllinie Mel57 für Referenz- (HPRT1) und Targetgene (MRP4, MRP5 und MRP8) - Die 
einzelnen Kurvenverläufe zeigen die PCR Kinetiken der in Duplikaten bestimmten 5g (      ) und 1g 
Proben (       ), des Kalibrators (        ) und der Negativkontrolle ohne Probenmaterial (       ).  
Ergebnisse 53 
 
Abb. 3-4 Repräsentative Proben aus mäßig metastasierenden Melanomzellen (M14) in ihrem qPCR-Verlauf 
(A-D) und der Schmelzkurvenanalyse (E-H) - Die einzelnen Kurvenverläufe zeigen die PCR 
Kinetiken der in Duplikaten bestimmten 5g  (      ) und 1g Proben (      ), des Kalibrators (      ) und der 
Negativkontrolle ohne Probenmaterial (        ). 
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Abb. 3-5  Analyse der Amplifikatspezifität von HPRT1, MRP4 , MRP5 und MRP8 über repräsentative qPCR 
Verläufe (A-D) und Schmelzkurven (E-H) für Proben der stark metastasierenden Melanomzelllinie 
BLM - Die einzelnen Kurvenverläufe zeigen die PCR Kinetiken der in Duplikaten bestimmten 5g (      ) 
und 1g Proben (      ), des Kalibrators (      ) und der Negativkontrolle ohne Probenmaterial  (        ). 
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Abb. 3-6 qPCR und Schmelzkurvenverlauf in repräsentativen Proben der stark metastasierenden 
Melanomzelllinie MV3 für die Gene HPRT1 (Referenz) und MRP4, 5 und 8 – Die einzelnen 
Kurvenverläufe zeigen die PCR Kinetiken der in Duplikaten bestimmten 5g (      ) und 1g Proben       
(       ), des Kalibrators (       ) und der Negativkontrolle ohne Probenmaterial (        ). 
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Das ausgewählte Referenzgen HPRT1 erweist sich gegenüber veränderter Gravitations-
einwirkung in allen verwendeten Zelllinien stabil und analog zu den Targetgenen exprimiert, 
und ist damit zur Normalisierung der Probendaten geeignet (Abb. 3-2 bis 3-6, A). In der 
Melanomzelllinie 1F6 schwanken dessen Cp-Werte lediglich zwischen 18 und 21, in BLM 
zwischen 21,5 und 24, für Mel57 von 19-21, in M14 von 20-21 und für MV3-Zellen von 19-
22. Eine Varianz des Referenzgens, die sich innerhalb von 8 Zyklen befindet, gilt als 
tolerierbar (persönliche Kommunikation, Dr. Schakowski, Roche Diagnostics). Die 
Kalibratorzelllinie zeigt eine stabile Expression von HPRT1 mit Cp-Werten von 21-22, MRP4 
und 5 von 24-25 und MRP8 von 29-30. Der gewählte Kalibrator ist aufgrund dessen als 
verwendbar zu bewerten. Ferner zeigen die Schmelzkurven (Abb. 3-2 – 3-6, E-H) für jedes 
Gen ein charakteristisches Amplifikat und stehen damit für eine hohe Spezifität der 
ausgewählten Primer (QuantiTect® Primer Assay, Qiagen). Fluoreszenzsignale der 
Negativkontrollen bei einer Zyklenanzahl, die derer des Cp-Wertes der Proben überschritt, 
konnten vernachlässigt werden. Die Verlaufskurven repräsentieren damit eine maximierte 
Optimierung der PCR Parameter.  
3.1.1.5 Erstellung der Standardkurven zur Effizienzkorrektur 
Die relative kalibratornormalisierte Quantifizierung mit Effizienzkorrektur erfordert die 
Anfertigung einer Standardkurve für jeden Primer (HPRT1, MRP4, MRP5, MRP8) unter 
Verwendung des Kalibrators (1F6) zur mathematischen Bestimmung der jeweiligen 
steigungsbedingten Amplifizierungseffizienz. Die Erstellung erfolgte automatisiert mit Hilfe 
der Software RelQuant® von Roche Diagnostics, durch Auftragung der mittels einer 
Verdünnungsreihe erhaltenen relativen Konzentrationen gegenüber den entsprechenden Cp-
Werten (Abb. 3-7). Für das Gen MRP8 wurde im Vergleich zu den anderen untersuchten 
Genen eine Verdünnungsreihe höher konzentrierter Proben angesetzt, da die mRNA in 1F6-
Zellen lediglich sehr schwach exprimiert wurde.  
Ergebnisse 57 
 
 
Abb. 3-7  Standardkurven des Referenzgens HPRT1 und der Targetgene MRP4, MRP5 und MRP8 unter 
Verwendung der Kalibratorzelllinie 1F6 zur Effizienzermittlung der Amplifizierung – Die cDNA 
wurde aus 1 µg RNA transkribiert und in folgenden Verdünnungen eingesetzt: HPRT1, MRP4 und 
MRP5 (1:1, 1:10, 1:102, 1:103, 1:104); MRP8 (1:1, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50). Für die Bestimmung der 
relativen Konzentrationen, wurden die Proben jeweils in Duplikaten gemessen. Die Erstellung der 
Standardkurven erfolgte über die Auftragung der relativen Konzentrationen gegenüber der 
Zyklenanzahl (Cp-Wert) mit Hilfe der Software RelQuant® von Roche Diagnostics. 
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Die Standardkurven weisen konzentrationsabhängig lineare und polynomische Phasen auf, die 
die Qualität der Effizienz repräsentieren. Für HPRT1 fällt die Kurve erst mit einem Cp-Wert 
von 33 ab, was einer 1:100 Verdünnung entspricht. Der Kurvenverlauf von MRP4 ist bis zu 
einem Cp-Wert von 29 linear (1:10 Verdünnung). Für MRP5 zeigt die Standardkurve einen 
weiten linearen Bereich einschließlich der Verdünnung von 1:103. Die Ergebnisse bedingen 
das Einsetzen unverdünnter cDNA Proben, da in diesem Konzentrationsbereich alle 
Standardkurven einen linearen Bereich aufweisen, der eine maximierte PCR Reaktions-
effizienz repräsentiert.  
3.1.1.6 Zusammenfassung 
Die Durchführung einer kalibratornormalisierten effizienzkorrigierten Quantifizierung des 
jeweiligen cDNA Genproduktes anhand des Cp-Wertes gewährleistet eine fehlerminimierte 
Auswertung der Ergebnisse. Individuelle Abschätzungsfaktoren werden durch algorithmisch 
determinierte Berechnungen ausgeschlossen. Sowohl die hohe RNA Integrität mit einer RIN-
Nr. von 9,6 – 10, als auch die standardisierten qPCR Verläufe, die amplifikatspezifischen 
Schmelzkurven und die Effizienzermittlung über die Standardkurven gewährleisten 
zusammen mit der Auswahl eines geeigneten Kalibrators (1F6) und expressionsstabilen 
Referenzgens (HPRT1) eine nachhaltige Reproduzierbarkeit der vorliegenden Daten. 
Aufgrund der Optimierungsversuche konnte schon vorab eine generell geringfügige 
Expression des MRP8 Gens im Vergleich zu MRP4 und 5 festgestellt werden, was dessen 
limitierte Funktion in Melanomzellen impliziert. 
3.1.2 Semiquantitative PCR 
Für die mRNA Expressionsanalyse wurden die erhaltenen Amplifikate der semiquantitativen 
PCR auf 2% Agarosegele mit Ethidiumbromidfärbung visualisiert. Voraussetzung dafür 
stellte die Optimierung der RT-PCR Parameter dar, um eindeutige Produktbanden zu erhalten 
und folglich die semiquantitative Auswertung zu präzisieren. Die Genprodukte wurden 
jeweils aus 1 µg RNA transkribiert. 
3.1.2.1 Primerauswahl in der RT 
Zunächst wurde untersucht, ob der Gebrauch unterschiedlicher Primerarten in der RT die 
Bandenbeschaffenheit auf der Gelelektrophorese beeinflussen könnte. Verwendet wurde das 
randomisierte „Priming“ mittels Hexameren (Rand. Hex.) und das spezifische „Priming“ 
mittels des Antisense (AS) Primers für das Genprodukt des GCA, auch bekannt als Rezeptor 
A für natriuretische Peptide (NPRA). Die Anwendung von NPRA liegt in seiner nachweislich 
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stabilen Expression in allen verwendeten Melanomzelllinien begründet. Die Abb. 3-8 zeigt 
die Resultate des Vergleiches anhand zweier unterschiedlicher Zelllinien in ihrer basalen 
Expression von NPRA. 
 
Abb. 3-8  Spezifisches „Priming“ mittels AS Primer (NPRA) in der RT im Vergleich zu eingesetzten 
randomisierten Hexamer-Primern. – Die repräsentativen Ergebnisse der Expression von NPRA in 
nicht (1F6) und hoch metastasierenden (BLM) Melanomzelllinien wurden mittels Agarose-
Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfärbung erhalten. Die Bande des NPRA Genproduktes nach 35 
PCR-Zyklen erscheint bei 490 bp. RT(-) stellt die jeweilige Negativkontrolle ohne Zugabe der reversen 
Transkriptase dar. Der Marker beinhaltet DNA Produkte mit einer Größendifferenz von 100 bp. 
 
Die bei 490 bp entstandenen Banden zeigen das NPRA Amplifikat in der jeweiligen Zelllinie 
unter unterschiedlichen Primerbedingungen in der RT. Mit der Verwendung des spezifischen 
AS-Primers lässt sich, nach semiquantitativer Abschätzung, sowohl für 1F6- als auch BLM-
Zellen eine verstärkte Transkription des Genproduktes erreichen. Demnach kam im 
Folgenden für semiquantitative Untersuchungen der mRNA Expression das spezifische 
„Priming“ zum Einsatz.  
3.1.2.2 Spezifische PCR 
Aufgrund eines sehr schwachen mRNA Expressionslevels von MRP8 in allen untersuchten 
Zelllinien wurde die semiquantitative Analyse lediglich für MRP4 und 5 durchgeführt. Eine 
visuelle Abschätzung hypergravitationsbasierter Expressionsveränderungen bei einer derart 
geringfügigen Expression konnte mittels Gelelektrophorese nicht erfasst werden. Für die 
Analyse von Expressionen in diesem Bereich erweist sich die Methode der semiquantitativen 
PCR als nicht ausreichend sensitiv. Die präzise Determinierung der MRP8 Expression konnte 
vielmehr mittels relativer Quantifizierung umgesetzt werden. Für die Primer MRP4 und 5 
wurde den eigentlichen Untersuchungen eine Optimierung der PCR Zyklenanzahl 
vorangestellt. Die einzelnen Optimierungsergebnisse sind in Abb. 3-9 zusammengefasst. 
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Abb. 3-9  Optimierung der PCR Zyklenanzahl zur semiquantitativen Auswertung der mRNA Expression von 
MRP4 und 5 unter Verwendung von nicht metastasierenden 1F6-Zellen - Die Agarose-Gelbilder 
zeigen die Genproduktbanden von MRP4 (239 bp) und MRP5 (381 bp) bei unterschiedlicher PCR 
Zyklenanzahl (A), 30 Zyklen (B) und 28 Zyklen unter Applikation von Proben verschiedenartiger 
Kultivierung (C). Der Marker veranschaulicht DNA Produkte mit einer Größendifferenz von 100 bp. 
 
Gelelektrophorese A der Abb. 3-9 zeigt eine Überprüfung der Bandenquantität mit PCR 
Zyklen variierender Anzahl. Sowohl für MRP4 als auch für MRP5 wird nach 30 Zyklen eine 
deutliche, wohingegen mit 25 Zyklen lediglich schwach identifizierbare und mit 23 Zyklen 
keine visuell auswertbaren Banden erzielt. Die Verifizierung der Ergebnisse für 30 PCR 
Zyklen mit weiteren, identisch behandelten Proben lässt deutliche Doppelbanden erkennbar 
werden (Abb. 3-9 B). Damit ist die Verwendung von sowohl 30 als auch 25 PCR Zyklen als 
ungeeignet einzustufen. Auf Basis der Ergebnisse der Gelelektrophorese A und B wurden 
Proben unterschiedlicher Kultivierung mit 28 PCR Zyklen getestet. Die Amplifikate sind in 
der Gelelektrophorese C dargestellt und zeigen für beide MR-Proteine unter allen 
Kultivierungsbedingungen visuell klar abgrenzbare Banden auswertbarer Intensität.  
Infolge dieser Resultate wurde untersucht, ob unter Verwendung von 28 PCR Zyklen auch für 
andere Melanomzelllinien, die in dieser Studie Anwendung fanden, cDNA Banden 
gleichwertiger Qualität erlangt werden. Die Abb. 3-10 zeigt die Ergebnisse der Genprodukte 
der Transporter MRP4 und 5 in basal kultivierten Melanomzellen mit unterschiedlichem 
Metastasierungsgrad nach 28 PCR Zyklen. Neben den nicht metastasierenden Melanomzellen 
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(1F6) wurden mittelmäßig metastasierende (M14 und Mel57) Zelllinien und eine weitere 
stark metastasierende (MV3) Melanomzelllinie auf ihre MRP4/5 mRNA Expression 
untersucht. 
 
 
 
Abb. 3-10  mRNA Expression von MRP4 (239 bp) und MRP5 (381 bp) in Melanomzellen unterschiedlichen 
Metastasierungsgrads - (A) Genprodukte von MRP4 und 5 in nicht (1F6) und stark (BLM) 
metastasierenden Melanomzellen zur erneuten Verifizierung  der Banden unter Abb. 3-9, (B) MRP4 
und 5 Genproduktexpression in mittelmäßig (M14, Mel57) und hoch (MV3) metastasierenden 
Melanomzellen. Die PCR wurde mit 28 Zyklen durchgeführt. RT(-) stellt die Negativkontrolle ohne 
Zugabe der reversen Transkriptase dar. Der Marker dient der Visualisierung von DNA Produkten mit 
einer Größendifferenz von 100 bp. 
 
Mittels 28 PCR Zyklen wurden für beide Transporter semiquantitativ auswertbare Banden 
erzielt und deren Expression in allen untersuchten Zelllinien nachgewiesen. Basierend auf 
diesen Ergebnissen wurde die Amplifizierung der Genprodukte von MRP4 und 5 in allen 
spezifischen PCR Untersuchungen mit 28 PCR Zyklen vorgenommen.  
Zur Verifizierung der semiquantitativen MRP4 und 5 mRNA Expressionsanalyse und 
Erweiterung der Ergebnisse zur Expression von Chemoresistenzproteinen in Hypergravitation 
wurde ein Multigen-Assay mit zusätzlich ausgewählten Vertretern der ABC-
Transporterfamilie, die melanozytäre Bedeutsamkeit besitzen, durchgeführt (Ivanova et al. 
2008). Zur Untersuchung der Adaptierbarkeit des Assays auf die verwendeten Zelllinien 
wurde den 5g Experimenten ein Assay mit Proben basaler Kultivierung vorangestellt. Das 
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konstant exprimierte Enzym Glycerinaldehyd-Dehydrogenase (GAPDH) diente hierbei als 
Positivkontrolle des Versuchsablaufs (Abb. 3-11).  
 
 
Abb. 3-11  cDNA-Genproduktbanden ausgewählter ABC-Transporter nach 30 PCR Zyklen in Melanom-
zelllinien unterschiedlichen Metastasierungsgrads – 1F6 repräsentiert eine Zelllinie ohne, Mel57 
und M14 mit mittelmäßigem und BLM und MV3 mit starkem Metastasierungspotential. Für die 
Multigen-Analyse wurde der Multi-Gene 12TM RT-PCR Profiling Kit (Super Array) in Verbindung 
mit einer 2% Agarose-Gelelektrophorese verwendet. Der Marker demonstriert DNA Produkte mit 
einer Größendifferenz von 100 bp. Die einzelnen Genprodukte wurden in folgender Größe 
amplifiziert: ABC1 (131 bp), MDR1 (188 bp), MDR3 (159 bp), MRP1 (155 bp), MRP2 (181 bp), 
MRP3 (219 bp), MRP4 (204 bp), MRP5 (122 bp), MRP6 (186 bp), ABCD2 (158 bp), BCRP (162 
bp), GAPDH (168 bp). Die GAPDH dient als Referenzgen mit konstantem Expressionslevel. 
 
Die Untersuchung wurde mit nicht metastasierenden (1F6), mittelstark metastasierenden 
(Mel57, M14) und hoch metastasierenden (BLM, MV3) Melanomzellen vorgenommen. Bei 
allen ABC-Transportern lassen sich deutlich abgrenzbare Banden beobachten (Abb. 3-11), die 
eine semiquantitative Abschätzung von metastasierungspotentialabhängigen Expressionen in 
Melanomzellen ermöglichen. Zunächst konnte anhand des Assays die Expression von MRP4 
und 5 in allen untersuchten Melanomzelllinien bestätigt werden. Ferner lassen die Ergebnisse 
für MDR1 schwankende Expressionslevel in differenten Melanomzellen vermuten, mit einem 
verminderten Vorkommen im stark metastasierenden Phänotyp. Für MRP2, BCRP und 
ABCD2 lassen sich definitiv semiquantitativ erfassbare Expressionsunterschiede zwischen 
den Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungsgrads erkennen, mit geringfügigerer 
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Expression in BLM- und MV3-Zellen. Für ABC1, MRP1, MRP4, und MRP5 wurden Banden 
mittelmäßig bis starker Intensität erhalten, wohingegen MRP3 lediglich in der Zelllinie MV3 
vermehrt exprimiert nachgewiesen werden konnte. Das Genprodukt des ABCD2 weist 
generell schwache Banden auf, wohingegen für MRP6 und MDR3 keine visuell auswertbaren 
Ergebnisse erzielt wurden. Die Ergebnisse des Versuchs sollen auf einen möglichen Einfluss 
von zentrifugaler Beschleunigung auf das Expressionsmuster der ABC-Transporterproteine 
untersucht werden. Dieser Fragestellung wurde im Kapitel 3.3.1 nachgegangen. 
3.1.2.3 Zusammenfassung 
Gelelektrophoretische Resultate dienen der Verifizierung von qPCR Ergebnissen und als 
zusätzliche Überprüfungsmethode der RNA Integrität. Die Verwendung der spezifischen 
„Priming“-Methode in der RT und einer Applikation von 28 PCR Zyklen ermöglichte eine 
optimierte Nachweisbarkeit der variierenden mRNA Expression von MRP4 und MRP5 in 
Proben, die unterschiedlicher Gravitation ausgesetzt waren (Abb. 3-9 C) und aus Melanom-
zellen unterschiedlichen Metastasierungspotentials (Abb. 3-10). In Bezug auf den Multigen-
Assay konnte die generelle mRNA Expression von MRP4 und 5 in allen untersuchten 
Melanomzellen bestätigt und auf eine initiale Charakterisierung des Expressionsprofils 
zusätzlicher ABC-Transporterproteine ausgeweitet werden (Abb. 3-4). 
3.1.3 Optimierungen zur durchflusszytometrischen Analyse 
Die Auswertung von fluoreszenzdetektierten Daten erfordert ein an das Zellsystem adaptiertes 
Versuchsprotokoll, u.a. zur Minimierung der unspezifischen Fluoreszenz (Hintergrund-
fluoreszenz). Ziel ist, zwischen Fluoreszenz- und Expressionsintensität des markierten 
Zielproteins eine Proportionalität herzustellen, um eine möglichst realistische Quantifizierung 
des zellulären Proteinstatus zu gewährleisten. In der Durchflusszytometrie bedarf es dazu 
einer Optimierung der Bindungsspezifität und –voraussetzungen des Antikörpers, die durch 
verschiedene Parameter beeinflusst werden können. Die Versuchsbedingungen wurden im 
Hinblick auf Ablösung und Permeabilisierung der melanozytären Zellen, Antikörperklon und 
Fluorochromauswahl anhand nicht und hoch metastasierender Melanomzellen optimiert. Auf 
jede Probe mit 0,8x106 Zellen wurden jeweils ein erster, spezifischer und ein zweiter, 
fluorochromkonjugierter Antikörper in separaten Inkubationen appliziert. Die Quantifizierung 
der Proteine wurde prozentual im Vergleich zu einer Negativkontrolle ohne ersten Antikörper 
vorgenommen. Jede Probenmessung umfasste 104 Fluoreszenzereignisse, von denen durch 
Subtraktion der unspezifischen Fluoreszenz (Negativkontrolle) der prozentuale Anteil der 
proteinexprimierenden Zellen ermittelt wurde.  
Ergebnisse 64 
3.1.3.1 Klonauswahl und Permeabilisierung  
Relevant für den Erhalt spezifischer Fluoreszenzsignale ist die Antikörperreaktivität. Im 
Hinblick auf die durchflusszytometrische Fluoreszenzmessung lag den Antikörpern der 
Transporter MRP4, MRP5 und MRP8 ein unterschiedliches Maß an Reaktivität zugrunde. 
Der spezifische Antikörper für MRP4 (M4I-10) (Leggas et al. 2004) wurde nach den Angaben 
der Firma Abcam bislang nicht auf seine Anwendbarkeit für FACS-Analysen getestet, 
wohingegen eine erfolgreiche FACS-Applikation des MRP8-Antikörpers (7C12/4) bei 
Robinson et al. (2002) beschrieben wird. Für das Protein MRP5 wurden zwei spezifische, 
monoklonale Antikörper in der Literatur erwähnt (Scheffer et al. 2000). MRP5-M5I-1 wurde 
mit einer geringen Reaktivität charakterisiert, wobei die durchflusszytometrische Anwend-
barkeit des Klons M5II-54 weiterhin in Frage gestellt ist. Daher erfolgte in der vorliegenden 
Arbeit eine Ermittlung der Sensitivität beider MRP5 Klone. Für die Fluoreszenzmarkierung 
des spezifischen Antikörpers wurde im zweiten Inkubationsschritt zunächst ein mit 
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) konjugierter Antikörper eingesetzt. Das Fluorochrom FITC 
emittiert bei 518 nm durch den Argonlaser angeregte Fluoreszenz, aufgrund dessen im FL1-
Kanal des FACScan-Gerätes gemessen wurde. Der Vergleich der Auswirkungen in der 
Verwendung unterschiedlicher Fluorochrome wird in einem der weiteren Kapitel beschrieben 
(3.1.3.3). Die MRP5 Antikörper bildeten den Fokus der folgenden Optimierungsexperimente, 
da MRP5 im Vergleich zu MRP4 und MRP8 gegenüber cGMP die höchste Affinität aufweist 
(Jedlitschky et al. 2000) und aufgrund dessen für diesen Transporter eine vermehrte 
Verantwortlichkeit bezüglich des hypergravitationsbedingten cGMP Exports erwartet werden 
kann. An welchem Abschnitt des transmembranären Zielproteins sich der Bindungsrezeptor 
für den ersten Antikörper befindet, ist in der Literatur bisher nicht beschrieben, so dass 
getestet werden musste, ob eine Permeabilisierung oder Solubilisierung der Melanomzellen 
notwendig ist. Dazu wurden Proben der in Wachstumsmedium kultivierten, nicht metasta-
sierenden Melanomzelllinie (1F6) mit 70% Methanol bzw. 99,9% Aceton permeabilisiert. 
Beide Substanzen gewährleisten parallel zur Perforation der Zellwand eine Fixierung des 
zellulären Proteinstatus. Neben den unbehandelten Zellen mussten auch jene mit 0,1% 
Saponin oder 0,1% Triton X-100 solubilisierten Proben zuvor mittels 2% Formalin fixiert 
werden. Abb.3-12 zeigt die Messergebnisse repräsentativer Histogramme, in denen die 
relative Zellzahl gegenüber der Fluoreszenzintensität aufgetragen wurde. Anhand der 
Kurvenverläufe können die Bindungsqualitäten im Hinblick auf eine Beeinflussung der 
vorhergehenden Zellbehandlung verglichen werden. Ein eindeutiges geometrisches Maximum 
impliziert dabei effiziente Bindungsvoraussetzungen.  
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Abb. 3-12  MRP5 Proteinexpression in nicht metastasierenden Melanomzellen (1F6) unterschiedlicher 
Permeabilisierung/Solubilisierung – (A) Permeabilisierung mit 70% Methanol (M5II-54: n=4,   
M5I-1: n=2), (B) Permeabilisierung  mit 99,9% Aceton (M5II-54: n=4, M5I-1: n=2), (C) Solubili-
sierung mit 0,1% Saponin (M5II-54: n=2, M5I-1: n=3), (D) Solubilisierung mit 0,1% Triton X-100 
(M5II-54: n=2, M5I-1: n=3). Innerhalb eines Versuchs wurden die Werte aus unabhängigen 
Duplikaten - Quadruplikaten bestimmt. Die Fluoreszenzmarkierung erfolgte mit einem FITC-
konjugierten Antikörper. Die violetten Verläufe zeigen die Probenhistogramme, die grauen 
Grafiken derer der Negativkontrollen, welche ausschließlich mit dem FITC-konjugierten 
Antikörper inkubiert wurden, um unspezifische Fluoreszenz zu determinieren. Die prozentuale 
Proteinexpression wurde im Verhältnis zu 104 gemessenen Fluoreszenzsignalen ermittelt. 
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In nicht permeabilisierten Zellen konnte keine Antikörperbindung und damit keine spezifische 
Fluoreszenz gemessen werden. Dieses Ergebnis lässt auf eine Bindung der Antikörper im 
transmembranären oder intrazellulären Bereich des Zielproteins schließen. In Abb. 3-12 sind 
daher ausschließlich die Messungen für die Behandlung der Zellen mit 70% Methanol (A), 
99,9% Aceton (B), 0,1% Saponin (C) und 0,1% Triton X-100 (D) dargestellt. Die Ergebnisse 
zeigen eine deutliche Kohärenz zwischen den Histogrammverläufen und unterschiedlichen 
Lösungsmitteleffekten. Die Histogramme auf Basis der Zellsolubilisierung weisen gegenüber 
denen der Permeabilisierung unabhängig des Klons eine höhere Symmetrie der Messwerte 
auf, welche eine verbesserte Bindungsqualität impliziert. Die mittels Permeabilisierung 
erzielten Ergebnisse zeigen lediglich unter Verwendung des Klons M5II-54 auswertbare 
Histogramme, wohingegen mit Aceton ein zweites, versetztes Maximum erkennbar wird, 
welches auf unspezifische Bindungen des Antikörpers schließen lässt. Klon M5I-1 scheint in 
Verbindung mit einer Permeabilisierung der Zellen mittels Methanol und Aceton generell 
nicht geeignet. Wird dieser Klon mit einer Solubilisierung der Zellen kombiniert, lässt sich 
insbesondere unter Verwendung mit Triton X-100 im Vergleich zu einer Permeabilisierung 
eine bis zu 2-fach erhöhte Bindung von 43% auf 81% erzielen, jedoch veranschaulicht das 
entsprechende Histogramm (Abb. 3-12, D) ein gegenüber der Negativkontrolle vermindertes 
Maximum mit gleichzeitiger Verbreiterung des Kurvenverlaufs. Dieser Effekt könnte eine 
Verringerung der Empfindlichkeit bei der Ermittlung gegebenenfalls geringer 
Expressionsunterschiede zur Folge haben. Die Applikation von Saponin erwies in 
Kombination beider Klone symmetrische Histogramme auswertbarer Qualität. In Abb. 3-13 
werden die Mittelwerte der jeweiligen prozentualen MRP5 Proteinexpressionen im Vergleich 
veranschaulicht. 
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Abb. 3-13  Prozentuale Darstellung der MRP5 Proteinexpression unter differenten Permeablisierungs-/ 
Solubilisierungsbedingungen und Verwendung unterschiedlicher Klone in nicht metasta-
sierenden Melanomzellen (1F6). – Methanol wurde mit einer Konzentration von 70%, Aceton von 
99,9%, Saponin und Triton X-100 von 0,1% verwendet. Die repräsentativen Ergebnisse liegen 2-4 
Versuchen mit unabhängigen Duplikat- bis Quadruplikatbestimmungen zugrunde (Abb. 3-12). Die 
prozentuale Proteinexpression wurde nach Subtraktion der unspezifischen Fluoreszenz im 
Verhältnis zu 104 gemessenen Fluoreszenzereignissen ermittelt. 
 
Bei Verwendung des Klons M5II-54 scheinen die Permeabilisierungs- oder 
Solubilisierungsbedingungen vernachlässigbaren Einfluss auf die Bindungsquantität des 
MRP5 Antikörpers zu nehmen. Die Werte befanden sich zwischen 40 und 50% MRP5-
exprimierender Zellen und wiesen gegenüber den Daten, die mit Klon M5I-1 erhalten wurden, 
intra- und interexperimentell geringere Streuungen auf. Deutlich wird eine Erhöhung der 
Bindungswahrscheinlichkeit des spezifischen Antikörpers unter Verwendung von M5I-1 mit 
einer Solubilisierung der Zellen durch Saponin oder Triton X-100, wohingegen dabei nicht 
ausschließlich spezifische Bindung vorausgesetzt werden können. Die Solubilisierung von 
Zellen ermöglicht die Freisetzung transmembranärer und zytoplasmischer Substanzen, die als 
mögliche, aber unspezifische Bindungsrezeptoren zur Verfügung stehen. Dass unspezifische 
Bindungen bei Solubilisierung eine wichtige Rolle spielen, zeigten die zumeist 
schwankungsbehafteten Ergebnisse unabhängig vom eingesetzten Antikörperklon. Weiterhin 
kann eine Permeabilisierung in Verbindung mit M5I-1 in Anbetracht der Histogrammverläufe 
in Abb. 3-12 als nicht effizient bewertet werden. Die Konstanz der Ergebnisse mittels M5II-54 
wurde vergleichend zu der erhöhten, aber schwankungsbehafteten Bindungsquantität durch 
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M5I-1 im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit der Daten als effektiver erachtet und damit 
M5II-54 als MRP5-Antikörper für weitere Untersuchungen ausgewählt. Der Einfluss von 
Permeabilisierung und Solubilisierung auf die Bindungsspezifität des MRP5-Antikörpers 
M5II-54 wurde daraufhin ebenfalls in der stark metastasierenden Melanomzelllinie BLM 
untersucht (Abb. 3-14). 
 
Abb. 3-14    MRP5-Proteinexpression in stark metastasierenden Melanomzellen (BLM) unter Verwendung 
unterschiedlicher Permeabilisierung/Solubilisierung - (A) Permeabilisierung mit 70% Methanol 
(n=4), (B) Solubilisierung mit 0,1% Saponin (n=2), (C) Solubilisierung mit 0,1% Triton X-100 
(n=2). Innerhalb eines Versuchs wurden die Werte aus unabhängigen Duplikaten - 
Quadruplikaten bestimmt. Die Fluoreszenzmarkierung erfolgte mit einem FITC-konjugierten 
Antikörper. Die violetten Verläufe zeigen die Probenhistogramme, die grauen Grafiken derer der 
Negativkontrollen, welche ausschließlich mit dem FITC-konjugierten Antikörper inkubiert wurden, 
um die unspezifische Fluoreszenz zu determinieren. Die prozentuale Proteinexpression wurde im 
Verhältnis zu 104 gemessenen Fluoreszenzsignalen ermittelt. 
 
Für nicht permeabilisierte BLM-Zellen und Proben, die mit 99,9% Aceton behandelt wurden, 
konnte keine spezifische Fluoreszenz gemessen werden. Damit wurde zum einen die 
Notwendigkeit einer Zellpermeabilisierung bestätigt, und des Weiteren gezeigt, dass auch bei 
BLM-Zellen die Anwendung von Aceton im Rahmen des vorliegenden Versuchsprotokolls 
keine zuverlässigen Ergebnisse liefert. Daher wurden in Abb. 3-14 lediglich die Resultate der 
Permeabilisierung mit 70% Methanol (A) und der Solubilisierung mit jeweils 0,1% Saponin 
(B) oder Triton X-100 (C) dargestellt. Die Histogramme der BLM-Zellen zeigen insgesamt 
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symmetrische Verläufe mit eindeutig bestimmbaren geometrischen Maxima. Unter 
Verwendung von Methanol konnte die höchste Bindungsquantität von 56% erreicht werden. 
Im Unterschied zu den Ergebnissen für die 1F6-Zellen wurde mit einer Solubilisierung 
gegenüber der Permeabilisierung mit Methanol keine Erhöhung, sondern vielmehr eine 
Erniedrigung der Bindungsquantität erzielt. Damit stellte sich eine Methanol-
Permeabilisierung der Zellen kombiniert mit der Verwendung des Klons M5II-54 als 
zuverlässige Methode zur Detektion reproduzierbarer Daten heraus. Anhand des MRP5-Klons 
M5II-54 wurde zusätzlich der Einfluss einer Trypsinierung bzw. mechanischen Ablösung 
(Zellschaber) von 1F6-Melanomzellen auf die erhaltenen Resultate getestet. Nach 
Quantifizierung der Ergebnisse wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede im 
Vergleich der beiden Anwendungen ermittelt, wonach deren Einfluss auf die 
Bindungsvoraussetzungen des Antikörpers ausgeschlossen werden kann (Ergebnisse nicht 
dargestellt). Die Ergebnisse geben insgesamt Aufschluss darüber, dass mit Optimierung der 
experimentellen Bedingungen eine Erhöhung der Detektionssensitivität erzielt werden konnte.  
3.1.3.2 Fluorochromauswahl 
Die indirekte Markierung der Proteine über zwei separate Antikörper ermöglicht die Auswahl 
des Fluorochroms zur Minimierung unspezifischer Fluoreszenz und einer gleichzeitigen 
Verbesserung der Detektionsempfindlichkeit. Unter Verwendung des Fluorochroms FITC 
(Emission bei 518 nm) wurden stabile Ergebnisse für die Proteinquantifizierung erzielt 
(Kapitel 3.1.3.1). Durch Applikation von z.B. Phycoerythrin (PE) ist es aufgrund einer 
erhöhten Quantenausbeute des Fluorochroms möglich, die Detektionssensitivität zu 
verbessern. PE emittiert bei einer Wellenlänge von 578 nm und wird damit im Kanal FL2 des 
Durchflusszytometers erfasst. Die Verwendung eines PE-konjugierten Antikörpers wurde 
beispielhaft an der MRP5 Proteinexpression in nicht und hoch metastasierenden 
Melanomzellen untersucht (Abb. 3-15).  
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Abb. 3-15  Messung der spezifischen Proteinexpression mittels MRP5-M5II-54 und einem PE-konjugiertem 
Antikörper unter Verwendung von 1F6- und BLM-Melanomzellen – Die Ergebnisse wurden aus 
Duplikaten mit einer Permeabilisierung mittels 70% Methanol erhalten (n=2). Die violetten 
Histogrammverläufe stehen für die gemessenen Proben. Die Negativkontrollen (-1. Antikörper,     
+2. Antikörper) wurden in grau gehalten. Diese dienen der Ermittlung der unspezifischen 
Fluoreszenz. Die Prozentangabe bezieht sich auf die Anzahl proteinexprimierender Zellen gegenüber 
104 gemessenen Fluoreszenzereignissen. 
 
Das Histogramm, welches für die 1F6-Zelllinie erhalten wurde, zeigt eine Abweichung in der 
Symmetrie der Werte und impliziert, dass sich der PE-Antikörper für die Kopplung mit   
M5II-54 hierbei scheinbar als ungeeignet erweist. Demgegenüber wurden für BLM-Proben 
symmetrische Kurvenverläufe erhalten. Diese Resultate, mit denen der FITC detektierten 
vergleichend (Abb. 3-12 und 3-14), zeigen, dass sich ein Anstieg der spezifischen 
Bindungsquantität mittels des FITC-markierten Antikörpers im Vergleich zum PE-Konjugat 
um das 2-fache (25% auf 49%) in 1F6-Proben erzielen lässt. Die Differenz in BLM-Proben 
besteht in etwa 10%. Demzufolge wurde für alle folgenden FACS-Messungen die Markierung 
des ersten Antikörpers mit einem FITC-konjugierten zweiten Antikörper ausgewählt. 
3.1.3.3 Zusammenfassung 
Für eine Erhöhung von Bindungsspezifität, Detektionssensitivität und damit einer möglichst 
präzisen Quantifizierung des zellulären Zielproteinstatus wurden die Permeabilisierung und 
Klon- bzw. Fluorochromauswahl in nicht und stark metastasierenden Melanomzellen 
optimiert. Basierend auf den Ergebnissen wurde im Folgenden für eine Permeabilisierung 
70% Methanol in Kombination mit einer indirekten FITC-Markierung der Klone M4I-10 
(MRP4), 7C12/4 (MRP8) und M5II-54 (MRP5) zur Bestimmung der jeweiligen 
Proteinexpression verwendet. 
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3.2 Effekte von Hypergravitation auf die Expression der cGMP 
Transporter MRP4, 5 und 8 
Die Arbeitshypothese einer vermehrten Expression der spezifischen cGMP Transporter 
MRP4, 5 und 8 in hypergravitationsexponierten nicht metastasierenden 1F6-Melanomzellen 
sollte in der vorliegenden Arbeit anhand von in der Zentrifuge kultivierten Proben und 1g 
Kontrollansätzen mit 0,8x106 Zellen in serumfreien DMEM-Medium und, zur Inhibition der 
PDEs, mit Zugabe von 0,1 mM IBMX, überprüft werden. 
3.2.1 Quantitative Bestimmung der „messenger“ (m)RNA Expression  
Zur Bestimmung von mRNA Expressionsunterschieden diente die relative, 
kalibratornormalisierte und effizienzkorrigierte Quantifizierung mittels RT-PCR, 
durchgeführt mit dem LightCycler®-System von Roche Diagnostics. In den folgenden 
Abbildungen wurden die in Duplikaten gemessenen Rohdaten tabellarisch gelistet, die 
normalisierten Ratio gemittelt, und unter Angabe der Standardabweichung in 
Balkendiagrammen aufgetragen. Ein einzelner Ergebniswert entstand aus vereinten 
Triplikaten mit jeweils 0,8x106 Zellen.  
3.2.1.1 MRP4 Expression 
3.2.1.1.1 Nicht metastasierende Melanomzellen 
Tab. 3-1 zeigt die erhaltenen kalibratornormalisierten, effizienzkorrigierten Werte für die in 
5g und 1g kultivierte nicht metastasierende Melanomzelllinie 1F6, welche in Bezug auf die 
MRP4 mRNA Expression untersucht wurde. 
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Tab. 3-1  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und der kalibrator-
normalisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP4 (T) und des Referenzgens 
HPRT1 (R) für in 1g und 5g kultivierte, nicht metastasierende Melanomzellen (1F6) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus einem Triplikat mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über die Messung in Duplikaten. Insgesamt wurden die 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen erhalten.  
 
Für ∆Cp wurden sowohl für 1g als auch für 5g Messungen stabile Werte mit 
Standardabweichungen von 10-13% erhalten. Diese Ergebnisse entsprechen einer relativ 
konstanten Expression des MRP4 und HPRT1 in den Proben aus drei unterschiedlichen 
Versuchen und demonstrieren damit deren Reproduzierbarkeit. Im Balkendiagramm der Abb. 
3-16 sind die jeweiligen Mittelwerte der normalisierten Ratio aus 1g und 5g Proben 
vergleichend dargestellt.  
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 Abb. 3-16 MRP4 mRNA Expression unter Hypergravitations-
bedingungen im Vergleich zur 1g Kontrolle in der nicht 
metastasierenden Melanomzelllinie (1F6). - Im Balken-
diagramm wurden die Mittelwerte der normalisierten Ratio 
von 1g und 5g Proben und deren Standardabweichungen 
aus Tab. 3-1 dargestellt. 1,24 ± 0,06 bildet das Verhältnis 
des Mittelwerts von 5g zu 1g, und gibt damit die 
quantitative, hypergravitationsbedingte Veränderung der 
mRNA Expression an (** p≤ 0,001).  
 
Für die nicht metastasierenden Melanomzellen 1F6 wurden die normalisierten Mittelwerte 
von 3,07 ± 0,39 für 1g und 3,8 ± 0,18 für 5g Bedingungen erhalten (Tab. 3-1). Werden die 
Daten in ein Verhältnis zueinander gesetzt (Abb. 3-16), zeigt sich eine signifikante Steigerung 
der MRP4 mRNA Expression in 5g im Vergleich zu 1g um das 1,24-fache (± 0,06). Die 
Signifikanz der Ergebnisunterschiede ergibt sich mit p ≤ 0,001.  
3.2.1.1.2 Stark metastasierende Melanomzellen 
Im Folgenden sollen die quantitativen Ergebnisse der stark metastasierenden 
Melanomzelllinien BLM und MV3 für die mRNA Expression von MRP4 dargestellt werden. 
BLM-Proben bildeten dabei den Fokus der Untersuchungen, da für diese Zelllinie in 
vorhergehenden Studien die cGMP Konzentration in Abhängigkeit zu den verschiedenen 
Kultivierungsbedingungen ermittelt wurde (Ivanova et al. 2004) und demnach die 
vorliegenden Expressions- mit den cGMP Messungen unmittelbar korreliert werden können. 
Die Zelllinie MV3 dient daher der Erweiterung der Ergebnisse. Die Tab. 3-2 zeigt zunächst 
die Resultate der BLM-Proben anhand der Cp-Werte, der Differenz der Cp-Werte von Target- 
und Referenzgen und der normalisierten Ratio. 
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Tab. 3-2  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und  der kalibrator-
normalisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP4 (T) und des Referenzgens 
HPRT1 (R) für in 1g und 5g kultivierte, hoch metastasierende Melanomzellen (BLM) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus einem Triplikat mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten. Insgesamt wurden die 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen erhalten.  
 
Die ∆Cp-Werte, die zwischen dem Targetgen MRP4 und Referenzgen HPRT1 ermittelt 
wurden, implizieren auch in BLM-Zellen eine weitestgehend konstante Expressionsmessung 
der beiden Gene innerhalb der jeweiligen Kulturbedingung. Für den Vergleich der erhaltenen 
normalisierten Ratio wurden deren Mittelwerte im Balkendiagramm (Abb. 3-17) 
veranschaulicht.  
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Abb. 3-17 MRP4 mRNA Expression in stark metastasierenden 
Melanomzellen (BLM) unter 5g Bedingungen im Vergleich 
zur 1g Kultivierung. - Im Balkendiagramm wurden die 
Mittelwerte der normalisierten Ratio von 1g und 5g Proben 
und deren Standardabweichungen aus Tab. 3-2 dargestellt. 
0,95 ± 0,17 bildet das Verhältnis des Mittelwerts von 5g zu 
1g.  
Die normalisierten Mittelwerte für 5g und 1g liegen in der hoch metastasierenden Zelllinie bei 
0,87 ± 0,16 und 0,92 ± 0,2 in einem Verhältnis von 0,95 ± 0,16. BLM-Zellen zeigen nach 
statistischer Überprüfung keinen signifikanten MRP4 mRNA Expressionsunterschied 
zwischen 5g und 1g Bedingungen. Diese Ergebnisse wurden um die Untersuchung einer 
weiteren Melanomzelllinie (MV3) gleichen Phänotyps erweitert (Tab. 3-3).  
Tab. 3-3  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und  der kalibrator-
normalisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP4 (T) und des Referenzgens 
HPRT1 (R) für in 1g und 5g kultivierte, hoch metastasierende Melanomzellen (MV3) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus einem Triplikat mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten. Die Ergebnisse wurden aus 
einem Versuch erhalten. 
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Sowohl die Cp-Daten als auch die kalibratornormalisierten Ratio der MV3 Proben 
repräsentieren Werte ähnlicher Größenordnung derer aus BLM Zellen Erhaltenen (Tab. 3-2). 
Damit scheinen beide stark metastasierenden Zelllinien (BLM, MV3) für MRP4 auf mRNA 
Ebene analoge Expressionslevel aufzuweisen. Im Balkendiagramm der Abb. 3-18 wurden die 
Mittelwerte der normalisierten Daten aus MV3-Zellen von 1g und 5g dargestellt.  
 
Abb. 3-18  MRP4 mRNA Expression unter 5g und 1g Bedingungen in 
der stark metastasierenden Melanomzelllinie MV3. - Im 
Balkendiagramm wurden die Mittelwerte der normalisierten 
Ratio von 1g und 5g Proben und deren Standard-
abweichungen aus Tab. 3-3 dargestellt. 1,02 ± 0,34 bildet das 
Verhältnis des Mittelwerts von 5g zu 1g.  
 
Die Division der Mittelwerte aus den normalisierten Ratio der 5g und 1g Proben ergibt einen 
Quotienten von 1,02 ± 0,34 (Abb. 3-18), von dem der BLM-Zellen (0,95 ± 0,17) nur 
geringfügig abweichend. Demnach verblieb die MRP4 Expression auch in MV3-Zellen von 
Hypergravitation unbeeinflusst. Aufgrund der Ergebnisse aus Abb. 3-17 und 3-18 scheinen 
stark metastasierende Melanomzellen (BLM, MV3) im Gegensatz zu den nicht 
metastasierenden Melanomzellen (1F6) in Hypergravitation keine veränderte, aber in der 
Quantität um etwa zwei Drittel verminderte MRP4 mRNA Expression aufzuweisen. 
3.2.1.1.3 Mittelmäßig stark metastasierende Melanomzellen 
Wenn nicht metastasierende 1F6-Zellen auf Hypergravitation mit einer erhöhten MRP4 
Expression reagieren, dieser Effekt aber in stark metastasierenden BLM- bzw. MV3-Zellen 
ausbleibt, ergibt sich die Fragestellung, inwieweit eine Veränderung der mRNA MRP4 
Expression in mittelmäßig stark metastasierenden Melanomzellen zu erwarten ist. Zur 
Untersuchung wurden die Zelllinien Mel57 und M14 verwendet.  
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Tab. 3-4  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und  der kalibrator-
normalisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP4 (T) und des Referenzgens 
HPRT1 (R) für in 1g und 5g kultivierte, mittelmäßig metastasierenden Melanomzellen (Mel57, 
M14) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus einem Triplikat mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten (Mel57: n=2 (A und B), M14: 
n=1).  
 
Die normalisierten Ratio der Melanomzelllinie Mel57, die aus zwei unabhängigen 
Experimenten erhalten wurden, wiesen eine Versuchsabhängigkeit auf, und wurden deshalb 
als Datenpaare (A und B) ausgewertet. Ivanova et al. (2004) beschreibt eine Schwankung der 
cGMP Level innerhalb einer Zelllinie an verschiedenen Versuchstagen, wobei der prozentuale 
cGMP Export trotz allem gleich bleibend war. Somit sind versuchsbezogene Daten auch in 
der vorliegenden Arbeit nicht auszuschließen gewesen. Die Werte der 5g zu den 
entsprechenden 1g Proben in ein Verhältnis gesetzt, wird in Versuch (A) eine MRP4 
Expressionserhöhung in 5g um das 1,13-fache, für Versuch (B) um das 1,39-fache ermittelt. 
Zur Ergänzung der Ergebnisse für mittelmäßig metastasierende Melanomzellen dienten die 
Proben einer weiteren repräsentativen Zelllinie (M14). Der Quotient der Ratio aus 0,68 und 
0,49 (Tab. 3-4) zeigt für M14-Zellen eine in 5g erhöhte mRNA Expression im Wert von 1,45. 
Die Resultate beider Zelllinien zusammengefasst, lassen eine tendenziell 
hypergravitationsbeeinflusste Steigerung der MRP4 Expression auf mRNA Ebene in 
mittelmäßig metastasierenden Melanomzellen vermuten. Auffällig wird zudem, dass die 
Expressionslevel von MRP4 in Mel57 und M14 in der Quantität denen der stark 
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metastasierenden Melanomzellen (BLM, MV3) entspricht und sich vergleichend zu den nicht 
metastasierenden Melanomzellen (1F6) deutlich vermindert zeigt. Damit scheint MRP4 in 
Abhängigkeit von der Metastasierungsfähigkeit der Zelllinie exprimiert zu werden.  
3.2.1.2 MRP5 Expression 
3.2.1.2.1 Nicht metastasierende Melanomzellen 
Der Effekt von Hypergravitation auf die MRP5 mRNA Expression wurde zunächst in den 
nicht metastasierenden Melanomzellen 1F6 untersucht. Die Tab. 3-5 zeigt die aus der 
Fluoreszenzmessung erhaltenen Rohdaten und deren algorithmisch determinierte 
normalisierte Ratio.  
Tab. 3-5  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und der kalibrator-
normalisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP5 (T) und des Referenzgens 
HPRT1 (R) für in 1g und 5g kultivierte, nicht metastasierende Melanomzellen (1F6) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus einem Triplikat mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten. Insgesamt wurden die 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen erhalten.  
 
Aus dem Vergleich der Cp-Werte unterschiedlicher Proben wird deutlich, dass auch MRP5 in 
1F6-Zellen bezogen auf eine Kultivierungsbedingung relativ konstante mRNA Expressionen 
zeigt. Die Proben weisen ebenso für die HPRT1 Expression stabile Werte auf. Ein Vergleich 
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der Expressionslevel von MRP4 und 5 ist nur als Abschätzung möglich, da die Primer 
unterschiedliche Effizienzvoraussetzungen aufweisen, d.h. nicht mit gleicher 
Wahrscheinlichkeit an der Targetsequenz binden. Nach den vorliegenden Ergebnissen zu 
urteilen, wird MRP5 gegenüber MRP4 auf mRNA Ebene in nicht metastasierenden 
Melanomzellen (1F6) erhöht exprimiert. In Abb. 3-19 werden die Mittelwerte der erhaltenen 
normalisierten Ratio für MRP5 unmittelbar verglichen und in ein Verhältnis zueinander 
gesetzt.  
 
Abb. 3-19  Nicht metastasierende Melanomzellen in ihrer MRP5 mRNA 
Expression unter 5g Kultivierung vergleichend zu 1g 
Kontrollen. - Im Balkendiagramm wurden die Mittelwerte der 
normalisierten Ratio von 1g und 5g Proben und deren 
Standard-abweichungen aus Tab. 3-5 dargestellt. 1,33 ± 0,13 
bildet das Verhältnis des Mittelwerts von 5g zu 1g, und gibt 
damit die hypergravitationsbedingte Veränderung der mRNA 
Expression an (** p ≤ 0,001). 
 
 
Nicht metastasierende Melanomzellen zeigen eine 5g-abhängige, um das 1,33-fache (± 0,13) 
erhöhte MRP5 Expression auf mRNA Ebene. Die dem Verhältnis zugrunde liegenden 
kalibratornormalisierten Mittelwerte liegen dabei für 1g bei 4,71 ± 0,13 und für 5g bei 6,26 ± 
0,6. Die signifikante Ergebnisdifferenz der normalisierten Ratio bestätigt die 
Arbeitshypothese einer hypergravitationsbeeinflussten MRP5 Expression in 1F6-Zellen. 
3.2.1.2.2 Stark metastasierende Melanomzellen 
Die Tab. 3-6 und 3-7 demonstrieren die Ergebnisse von stark metastasierenden 
Melanomzellen in ihrer MRP5 mRNA Expression unter erhöhten Beschleunigungs-
bedingungen (5g). Zunächst wurde BLM als repräsentative Zelllinie untersucht.  
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Tab. 3-6  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und  der kalibrator-
normalisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP5 (T) und des Referenzgens 
HPRT1 (R) für in 1g und 5g kultivierte, hoch metastasierende Melanomzellen (BLM) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus einem Triplikat mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten. Die Ergebnisse wurden aus 
insgesamt drei unabhängigen Versuchen erhalten.  
 
Sowohl MRP5 (Cp-Werte: 24-25) als auch HPRT1 (Cp-Werte: 20-22) erweisen sich in BLM-
Zellen als weitestgehend stabil exprimiert. Die Expression im Vergleich mit jener in 1F6-
Zellen weist lediglich ein Viertel bis Sechstel der Intensität auf. Expressionsunterschiede 
zwischen in 1g und 5g kultivierten Proben lassen sich allein durch Abschätzung der Rohdaten 
ausschließen. Die statistische Auswertung erfolgte anhand der normalisierten Ratio, deren 
Mittelwerte unter Angabe der jeweiligen Standardabweichung im Balkendiagramm dargestellt 
(Abb. 3-20) wurden. 
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Abb. 3-20  Unter 5g Bedingungen kultivierte, stark metastasierende 
Melanomzellen (BLM) in ihrer MRP5 mRNA Expression 
vergleichend zu 1g Kontrollen. - Im Balkendiagramm 
wurden die Mittelwerte der normalisierten Ratio von 1g und 
5g Proben und deren Standardabweichungen aus Tab. 3-6 
dargestellt. 0,95 ± 0,14 bildet das Verhältnis des Mittelwerts 
von 5g zu 1g.  
Gleich MRP4 wird auch die MRP5 Expression auf mRNA Ebene in BLM-Zellen unter 
Hypergravitation nicht beeinflusst. Der Unterschied im Verhältnis des 5g (0,75 ± 0,12) zu 1g 
(0,79 ± 0,25) Mittelwerts von 0,95 ± 0,14 wurde als nicht signifikant getestet. Ergänzend 
wurde die Zelllinie MV3 untersucht, deren Ergebnisse im Folgenden dargestellt werden. 
Tab. 3-7  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und  der kalibrator-
normalisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP5 (T) und des Referenzgens 
HPRT1 (R) für in 1g und 5g kultivierte, hoch metastasierende Melanomzellen (MV3) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus drei Proben mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten. Die Ergebnisse wurden aus 
einem Versuch erhalten.  
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Für die MRP5 Expression aus MV3-Proben wurden normalisierte Ratio ermittelt, die 
gegenüber den Werten der BLM-Melanomzelllinie um mehr als das Doppelte erhöht 
vorliegen. Damit scheint MV3 vergleichend zu BLM eine vermehrte MRP5 Expression auf 
mRNA Ebene aufzuweisen. Die Mittelwerte der normalisierten Ratio und deren 
Standardabweichungen wurden zusätzlich im Balkendiagramm visualisiert (Abb. 3-21).  
 
  Abb. 3-21 MRP5 mRNA Expression in stark metastasierenden 
Melanomzellen (MV3) während Kultivierung in erhöhter 
Gravitation vergleichend zu 1g Proben. - Im Balken-
diagramm wurden die Mittelwerte der normalisierten Ratio 
von 1g und 5g Proben und deren Standardabweichungen 
aus Tab. 3-7 dargestellt. 1,16 ± 0,8 bildet das Verhältnis 
des Mittelwerts von 5g zu 1g. 
 
Erneut lässt sich in stark metastasierenden Melanomzellen (MV3) kein MRP5 
Expressionsanstieg unter 5g Bedingungen auf mRNA Ebene nachweisen. Eine 
Expressionsverschiebung im Verhältnis von 1,16 ± 0,8 nach Division der Mittelwerte aus 5g 
(1,92 ± 1,35) und 1g (1,66 ± 0,05) Proben ist nicht signifikant. Die hohe Standardabweichung 
der 5g Daten könnte als Ursache der nicht signifikanten Ergebnisse gewertet werden. Die 
erhaltenen Resultate der Melanomzelllinie BLM unterstützen allerdings die Aussage einer 
hypergravitationsunbeeinflussten Expression von MRP5 auch in MV3-Zellen.  
3.2.1.2.3 Mittelmäßig stark metastasierende Melanomzellen 
Die Zelllinien Mel57 und M14 des mittelmäßig stark metastasierenden Phänotyps wurden 
ebenfalls auf mRNA Expressionsunterschiede bezüglich MRP5 in Kultivierung in der 
Zentrifuge getestet. In Tab. 3-8 wurden die erfassten Rohdaten der beiden Zelllinien, für 
Mel57 versuchabhängig (A und B), dargestellt. 
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Tab. 3-8  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und  der kalibrator-
normalisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP5 (T) und des Referenzgens 
HPRT1 (R) für in 1g und 5g kultivierte, mittelmäßig metastasierenden Melanomzellen (Mel57 
und M14) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus drei Proben mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten (Mel57: n=2 (A und B), M14: 
n=1).  
 
Die erhaltenen Daten der Zelllinie Mel57 erwiesen sich erneut als versuchsbezogen. Aufgrund 
dessen wurde eine intraexperimentelle Auswertung (Versuch A und B) vorgenommen. Dazu 
wurden die Werte der normalisierten Ratio in ein Verhältnis zueinander gesetzt, um 
eventuelle Expressionsunterschiede herauszuarbeiten. In Versuch (A) konnte ein Verhältnis 
der 5g zu 1g Probe von 1,03 bestimmt werden, welches eine hypergravitationsunbeeinflusste 
Expression repräsentiert. Für Versuch (B) dagegen wurde eine um das 1,34-fach erhöhte 
Expression in 5g ermittelt. Um den Aussagegehalt der Ergebnisse von Mel57 zu erweitern, 
wurden die Daten der mittelmäßig metastasierenden Melanomzelllinie M14 einbezogen. Wird 
aus M14-Proben das 5g zu 1g Verhältnis der normalisierten Ratio gebildet, kann aus dem 
Verhältnis von 1,04 eine Hypergravitationsbeeinflussung auf die MRP5 Expression 
ausgeschlossen werden. Zusammengefasst lassen die Resultate beider repräsentativer 
Zelllinien eine unbeeinflusste MRP5 Expression in mittelmäßig metastasierenden 
Melanomzellen vermuten.  
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3.2.1.3 MRP8 Expression 
3.2.1.3.1 Nicht metastasierende Melanomzellen 
Eine erhöhte Expression der spezifischen cGMP Transporter in 5g würde den veränderten 
Export des Nukleotids in nicht metastasierenden Melanomzellen erklären. In den 
vorangehenden Kapiteln konnte für MRP4 und MRP5 eine vermehrte Expression in 
Hypergravitation auf mRNA Ebene gezeigt werden. Tab. 3-9 in Kombination mit der       
Abb. 3-22 zeigt die Ergebnisse der mRNA Expression von MRP8 in 1F6-Zellen. 
Tab. 3-9  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und der kalibratornorma-
lisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP8 (T) und des Referenzgens HPRT1 (R) 
für in 1g und 5g kultivierte, nicht metastasierende Melanomzellen (1F6) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus einem Triplikat mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten. Insgesamt wurden die 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen (A, B und C) erhalten. 
 
Die Cp-Werte von MRP8 sind mit ca. 30 im Vergleich zu MRP4 und 5 deutlich erhöht. 
Dieses Ergebnis spricht für eine geringfügige mRNA Expression von MRP8 in 1F6- 
Melanomzellen. Aufgrund dessen wurde eine hypergravitationsunbeeinflusste Expression des 
Gens erwartet. Ein Vergleich der normalisierten Ratio lässt zudem eine versuchsbezogene 
Datenabhängigkeit erkennbar werden. Die Auswertung innerhalb der Versuche A-C ergibt für 
Versuch A ein Verhältnis der 5g zu 1g Ratio von 1,14, für Versuch B von 0,95 und für 
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Versuch C von 0,92. Wird aus den drei erhaltenen Verhältnissen ein Mittelwert gebildet, wird 
der Wert 1 erhalten, so dass eine Hypergravitationsbeeinflussung nicht nur allein auf Basis 
eines geringen Expressionslevels ausgeschlossen werden kann. In der folgenden Abbildung 
(3-22) wurden die aus den Ratio einer Kulturbedingung gebildeten Mittelwerte ins Verhältnis 
gesetzt und die normalisierten Werte zusätzlich statistisch ausgewertet. 
 
 Abb. 3-22 mRNA Expression des MRP8-Transporters in nicht 
metastasierenden Melanomzellen (1F6) unter 5g 
Bedingungen gegenüber 1g Kontrollen. - Im Balken-
diagramm wurden die Mittelwerte der normalisierten Ratio 
von 1g und 5g Proben und deren Standardabweichungen 
aus Tab. 3-9 dargestellt. Die hervorgehobene Zahl bildet 
das Verhältnis des Mittelwerts von 5g zu 1g.  
 
 
Die Statistik bestätigte, dass die Werte, die ein gemitteltes Verhältnis der drei Versuche A-C 
von 1,02 ± 0,43 aufweisen, keine Signifikanz innehaben, unter anderem basierend auf der 
hohen Standardabweichung, die durch die Mittelung der versuchbezogenen Daten ermittelt 
wird. Aufgrund der sehr geringen Expression des Transporters bleibt aber ein Einfluss 
verstärkter Gravitation auf die mRNA Expression von MRP8 in nicht metastasierenden 1F6 
Melanomzellen für den cGMP Transport nachweislich irrelevant. 
3.2.1.3.2 Stark metastasierende Melanomzellen 
Stark metastasierende Melanomzellen (BLM und MV3) blieben in ihrer MRP4 und 5 
Expression in Bezug auf Hypergravitation unempfindlich. Diese Zelllinien wurden im 
Weiteren auf die mRNA Expression des MRP8 Transporters untersucht.  
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Tab. 3-10  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und  der kalibratornormali-
sierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP8 (T) und des Referenzgens HPRT1 (R) 
für in 1g und 5g kultivierte, hoch metastasierende Melanomzellen (BLM) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus einem Triplikat mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten. Insgesamt wurden die 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen erhalten.  
 
Der Vergleich der Cp-Werte und deren Standardabweichungen gibt Auskunft über 
interexperimentelle Varianzen. Da die Cp-Werte Bereiche hoher Zyklenzahlen >30 erreichen, 
impliziert dies erneut eine geringe mRNA Expression des MRP8 Transporters, auch im 
Vergleich der Expressionen von MRP4 und 5. Die unbeeinflusste MRP8 Expression in 
Hypergravitation, die u.a. auf der generell niedrigen Expressionsintensität des Transporters 
basiert, wird durch die Ergebnisse der Zelllinie MV3 wiederholt bestätigt (Tab. 3-11).  
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Tab. 3-11 Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und  der kalibrator-
normalisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP8 (T) und des Referenzgens 
HPRT1 (R) für in 1g und 5g kultivierte, hoch metastasierende Melanomzellen (MV3) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche einem Triplikat mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten. Die Ergebnisse wurden aus 
einem Versuch erhalten.  
 
MV3, als Zelllinie mit Eigenschaft der starken Metastasierung, zeigt gleich der Zelllinie BLM 
und in Abschätzung zu den Resultaten von MRP4 und MRP5 eine verminderte Expression 
von MRP8 (Cp > 30 Zyklen). Aufgrund dessen wirken sich geringe Schwankungen der 
normalisierten Ratio als intraexperimentelle Expressionsvarianzen um etwa das Doppelte aus 
(Tab. 3-11, 1g Daten). Aufgrund des fehlenden Aussagegehaltes der Angaben wurde hierbei 
auf die Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen verzichtet. Die schwache 
Expressionsintensität von MRP8 lässt zudem keine hypergravitationsbedingten 
Veränderungen erkennbar werden.   
3.2.1.3.3 Mittelmäßig stark metastasierende Melanomzellen 
Die Messergebnisse der mRNA Expression von MRP8 in mittelmäßig stark metastasierenden 
Melanomzellen werden in Tab. 3-12 zusammengefasst dargestellt. Dazu wurden Proben der 
Zelllinie Mel57 verwendet, deren Ergebnisse erneut um Proben der Zelllinie M14 erweitert 
wurden.  
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Tab. 3-12  Darstellung der aus der qPCR erhaltenen Cp-Werte, deren Differenz und  der kalibratornorma-
lisierten, effizienzkorrigierten Ratio des Targetgens MRP5 (T) und des Referenzgens HPRT1 (R) 
für in 1g und 5g kultivierte, mittelmäßig metastasierenden Melanomzellen (Mel57 und M14) 
 
Ein Cp-Wert bezieht sich auf eine Probe, welche aus einem Triplikat mit jeweils 0,8x106 Zellen 
zusammengestellt wurde. Die Bestimmung des Mittelwertes (MW) und dazugehöriger 
Standardabweichung (STABW) erfolgte über Messung in Duplikaten. Die Ergebnisse wurden je 
Zelllinie aus einem Versuch erhalten.  
 
MRP8 scheint auch in den mittelmäßig stark metastasierenden Melanomzelllinien Mel57 und 
M14 gegenüber den beiden höher affinen cGMP Transportern MRP4 und 5 stark vermindert 
exprimiert. Eine gravitationsinduzierte MRP8 Expression war aus diesem Grund nicht 
nachweisbar, und wäre im Hinblick auf die deutlich stärker exprimierten Transporter 4 und 5 
ohnehin von vernachlässigbarem Einfluss.  
3.2.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Vorangegangene Untersuchungen über den Einfluss von Langzeitzentrifugation auf den 
intrazellulären cGMP Spiegel in 1F6-Zellen zeigten unter Zugabe von IBMX einen 
vermehrten Export des Nukleotids in den extrazellulären Raum. In dem Kapitel 3.2.1 der 
vorliegenden Arbeit konnte für die spezifischen cGMP Transporter MRP4 und 5 in 1F6-
Melanomzellen auf mRNA-Ebene eine erhöhte Expression in Hypergravitation demonstriert 
werden, womit diese für den vermehrten cGMP Efflux verantwortlich zu sein scheinen. Ein 
unmittelbarer Vergleich der mRNA Fluoreszenzdaten wurde methodisch nicht angestrebt, da 
durch unterschiedliche Bindungsaffinitäten der Primer keine einheitlichen Versuchs-
effizienzen vorliegen. Vielmehr war es Ziel, die Veränderungen zwischen 1g und 5g Daten 
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herauszuarbeiten. Den Vergleich der ermittelten mRNA-Expressionen der spezifischen 
Transporter 4, 5 und 8 bezüglich der unterschiedlichen Beschleunigungsverhältnisse und 
Zelllinien ermöglicht die prozentuale Auftragung der hypergravitationsinduzierten 
Expressionsveränderungen gegenüber den 1g Kontrollen (Abb. 3-23).  
Unter Hypergravitation wurde für 1F6-Zellen eine signifikante Erhöhung (p ≤ 0,001) der 
mRNA Expression von MRP4 um 24% und MRP5 um 33% messbar. Dagegen 
veranschaulichen die Werte der BLM-Zellen für die Transporter 4 und 5 eine nicht 
signifikante Verminderung (<10%) und damit unbeeinflusste Expression unter 5g 
Bedingungen. MRP8 weist in beiden Zelllinien eine stark verminderte Expressionsintensität 
auf, welche auf einen generell vernachlässigbaren Einfluss dieses Proteins auf den cGMP 
Transport deutet, und damit eine Hypergravitationsbeeinflussung auszuschließen ist. 
 
Abb. 3-23 Nicht metastasierende Melanomzellen (1F6) zeigen in Hypergravitation eine zur 1g Kultivierung   
signifikante mRNA Expressionserhöhung von MRP4 und 5, wohingegen die stark 
metastasierenden Melanomzellen (BLM) unbeeinflusst bleiben. - An der Ordinate, ist für den 
jeweiligen Transporter die hypergravitationsinduzierte Veränderung der mRNA Expression (%) 
abzulesen. Die gemessenen Expressionsunterschiede in 1F6-Zellen wurden für MRP4 und 5 als 
signifikant getestet (** p≤0,001). 
 
In mittelmäßig stark metastasierenden Melanomzellen kann keine einheitliche Aussage 
bezüglich der MRP4 und 5 Expression in Abhängigkeit zu Hypergravitation getroffen 
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werden. Mel57-Proben zeigten sowohl für MRP4 als auch MRP5 in einem Versuch (B) eine 
hypergravitationsbeeinflusste Steigerung der Expressionen um das 1,3-fache. Die Auswertung 
des Versuchs (A) hingegen erbrachte keine differenten Expressionen. Erweiternd dazu 
wurden Proben der Zelllinie M14 ausgewertet, die für MRP4 eine in 5g um das 1,45 erhöhte, 
und für MRP5 keine Varianz der Expression aufwiesen. Für MRP8 wurden auch in Mel57- 
und M14-Zellen lediglich sehr geringe, und damit hypergravitationsunbeeinflusste 
Expressionslevel festgestellt.  
Im 1g Expressionsvergleich erwies sich MRP4 in BLM-, Mel57- und M14- gegenüber 1F6-
Zellen um ein Drittel bis ein Viertel vermindert. MRP5 hingegen scheint in mittelmäßig stark 
vergleichend zu hoch metastasierenden Zellen gleichermaßen in etwa um ein Sechstel bis ein 
Siebtel zu 1F6-Zellen verringert, aber in Relation der metastasierenden Melanomzellen erhöht 
exprimiert zu sein. Die quantitativen mRNA Ergebnisse sollen im Folgenden mittels 
semiquantitativer Untersuchungen verifiziert werden.  
3.2.2 Semiquantitative mRNA Expressionsanalyse  
MRP4, MRP5 und MRP8 werden in der Literatur mit einer eindeutigen cGMP Affinität 
beschrieben (Wielinga et al. 2003, Kruh et al. 2007). Die quantitativen Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit zeigten allerdings eine stark verminderte mRNA Expression des MRP8-
Transporters in allen untersuchten Melanomzelllinien und demonstrieren damit dessen 
vermutlich untergeordnete Rolle im cGMP Export. Aufgrund dessen konzentrierten sich die 
semiquantitativen mRNA Expressionsanalysen auf die Transporter MRP4 und 5. Dazu 
wurden die schon für die quantitativen Untersuchungen repräsentativen Zelllinien ohne (1F6), 
mit mittelmäßigem (Mel57, M14) und starkem (BLM, MV3) Metastasierungspotential 
verwendet. Die Visualisierung der über semiquantitative PCR erhaltenen Genprodukt-
amplifikate erfolgte mittels 2% Agarose-Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfärbung unter 
UV-Licht (Abb. 3-23). 
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Abb. 3-24  MRP4/5 mRNA Expression in nicht (1F6), mittelmäßig stark (Mel57 und M14) und hoch metas-
tasierenden (BLM und MV3) Melanomzelllinien. – Die Banden stellen die Genprodukte von MRP4 
(239 bp) und MRP5 (381 bp) nach 28 PCR Zyklen aus 1 µg transkribierter RNA dar, welche jeweils 
aus drei unabhängigen Proben mit 0,8x106 Zellen isoliert wurde. Der Marker demonstriert DNA 
Produkte mit einer Größendifferenz von 100 bp. Die Darstellung erfolgte mittels 2% Agarose-
Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfärbung. 
 
Die repräsentativen Resultate der Gelelektrophoresen aus Abb. 3-23 bestätigen die mittels 
quantitativer Analyse ermittelte, verstärkte Expression von MRP4 und 5 unter 5g 
Bedingungen in den 1F6-Melanomzellen. BLM und MV3 als stark metastasierende Zelllinien 
zeigen, wie schon anhand der qPCR Ergebnisse festgestellt, keine Hypergravitations-
beeinflussung der Expression von MRP4 und 5. Die mittelmäßig stark metastasierenden 
Melanomzellen erscheinen in ihrer Expression der beiden Transporter unterschiedlich: 
während M14 nach semiquantitativer Abschätzung eine gesteigerte Expression von MRP4 
und 5 in 5g aufweist, vermitteln die Mel57-Ergebnisse den Anschein, als würde deren 
Expression in 5g vermindert. Die Resultate der quantitativen und semiquantitativen 
Untersuchungen zusammengefasst, kann für Mel57 keine signifikante Expressions-
veränderung sowohl für MRP4 als auch für MRP5 unter Hypergravitation nachgewiesen 
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werden, wohingegen für die Zelllinie M14 zumindest für MRP4 eine hypergravitations-
bedingte Expressionssteigerung auf der Ebene der mRNA angenommen werden kann.  
3.2.3 Quantitative Bestimmung der Proteinexpression 
Transkription und Translation stellen sensible zelluläre Prozesse dar. Der Transport der 
mRNA zu den Ribosomen kann aufgrund der Instabilität des Moleküls zu dessen partiellem 
Verlust führen. Ein Nachweis der mRNA Expression von MRP4, 5 und 8 erfordert demnach 
eine zusätzliche Bestimmung deren Proteinstatus mittels Durchflusszytometrie. Die in den 
folgenden Abbildungen dargestellten Histogramme zeigen für eine repräsentative Probe die 
prozentuale Bindung des jeweiligen MRP-Antikörpers aus 104 gemessenen Fluoreszenz-
ereignissen. Dabei wurde die relative Zellzahl gegenüber der Fluoreszenzintensität 
aufgetragen. Der graue Kurvenverlauf stellt jeweils die ausschließlich mit FITC markierte 
Negativkontrolle, der violette Verlauf die Probenmessung mit MRP- und FITC-Antikörper 
dar. Durch die Negativkontrolle erfolgt die Unterscheidung zwischen durch ungebundenes 
FITC hervorgerufene, unspezifische Fluoreszenz und antikörpermarkierten Zellen. Für die 
Proteinexpression wurde sich auf die Untersuchung der Melanomzelllinien 1F6, ohne 
Metastasierungspotential, und BLM, als Repräsentant des stark metastasierenden Phänotyps 
konzentriert, und die multifaktorielle Versuchsoptimierung speziell auf diese beiden 
Zelllinien abgestimmt. Die Untersuchungen von Ivanova et al. (2004) waren anhand der 
gewählten Zelllinien durchgeführt worden, so dass die im Folgenden gemessenen 
Proteinexpressionen direkt mit einem cGMP Transport korreliert und verifiziert werden 
können.  
3.2.3.1 MRP4 Expression 
3.2.3.1.1 Nicht metastasierende Melanomzellen 
In nicht metastasierenden Melanomzellen (1F6) konnte mittels semiquantitativer und 
quantitativer PCR eine vermehrte MRP4 Expression auf mRNA Ebene in Hypergravitation 
nachgewiesen werden. Im Weiteren werden die Untersuchungen bezüglich der MRP4 
Proteinexpression dargestellt, indem zunächst in Tab. 3-13 die prozentuale Expression für 
jede gemessene Probe der unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen gelistet wurde.  
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 Tab. 3-13 Darstellung der prozentualen MRP4 Proteinexpression gegenüber 104 
gemessenen Fluoreszenzsignalen in Hypergravitation (5g) im Vergleich 
zu 1g Kontrollen für nicht metastasierende Melanomzellen (1F6). - 
Jeder Wert entstand aus einer Probe mit 0,8x106 Zellen. Insgesamt 
wurden die Ergebnisse aus sechs unabhängigen Versuchen erhalten. 
Daraus wurden die jeweiligen Mittelwerte (MW) und Standard-
abweichungen (STABW) berechnet. 
 
Der Erhalt der Daten basiert auf einer Bestimmung unabhängiger Triplikate bzw. 
Quadruplikate innerhalb eines Versuchs. Der Vergleich der Rohdaten aus den jeweiligen 
Kultivierungsbedingungen untereinander lässt die Tendenz einer erhöhten MRP4 Expression 
unter 5g Bedingungen erkennen. Die folgende Abbildung veranschaulicht dieses Ergebnis 
anhand repräsentativer Histogrammverläufe zentrifugierter Proben bzw. entsprechender 1g 
Kontrollen und der statistischen Relevanz der prozentualen Expressionen im 
Balkendiagramm. 
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 Abb. 3-25 MRP4 Proteinexpression in nicht metastasierenden 
Melanomzellen (1F6) in Hypergravitation und 1g. – (A) 
Die Histogramme zeigen den Prozentsatz MRP4 
exprimierender Zellen von 104 gemessenen Fluoreszenz-
ereignissen in 1g und 5g kultivierten Proben. Die 
Negativkontrolle (grau) dient dabei der Bestimmung der 
unspezifischen Fluoreszenz, und wurde ausschließlich mit 
dem zweiten, FITC markierten Antikörper inkubiert. Der 
violette Verlauf zeigt die Probenmessung. (B) Im Balken-
diagramm wurden die Mittelwerte und Standard-
abweichungen von 1g und 5g Proben der Tab. 3-13 
aufgetragen. 1,35 ± 0,22 stellt den Quotienten der 
Mittelwerte (5g/1g) dar, und gibt somit die hyper-
gravitationsbedingte Veränderung der Proteinexpression an 
(*** p ≤ 0,0001). 
 
Die repräsentativen Histogramme zeigen eine MRP4 Antikörper markierte Zellpopulation der 
1g Kontrolle von 18% und der 5g Probe von 26% mit eindeutig identifizierbarem Maximum 
der Kurven, welches geeignete Versuchsparameter für den MRP4 Antikörper in 1F6-Proben 
impliziert. Damit sind die MRP4 exprimierenden Zellen unter 5g Bedingungen nachweislich 
stärker repräsentiert. Aus den in der vorhergehenden Tabelle dargestellten Mittelwerten für 
die 5g und 1g Kultivierung wurde ein Quotient gebildet. Dieses Verhältnis eröffnet eine 1,35-
fache (± 0,22) MRP4 Expressionssteigerung unter 5g Beschleunigung. Die Signifikanz der 
unterschiedlichen Ergebnisse beläuft sich hierbei auf p ≤ 0,0001. Die auf mRNA Level 
ermittelte hypergravitationsbedingte MRP4 Expressionssteigerung konnte in analoger 
Größenordnung auch auf Proteinebene nachgewiesen werden.  
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3.2.3.1.2 Stark metastasierende Melanomzellen 
Die stark metastasierenden Melanomzellen (BLM, MV3) zeigten sich bezüglich der MRP4 
mRNA Expression gegenüber Hypergravitation unbeeinflusst. Identische Ergebnisse wurden 
mittels der Proteinuntersuchung erzielt. Die Tab. 3-14 zeigt zunächst die MRP4 Expression in 
Prozent aller untersuchten BLM-Proben, welche je Versuch in unabhängigen Duplikaten bzw. 
Triplikaten bestimmt wurden. 
 
 
Tab. 3-14  Darstellung der prozentualen MRP4 Proteinexpression gegenüber 104 
gemessenen Fluoreszenzsignalen in Hypergravitation (5g) im Vergleich 
zu 1g Kontrollen für hoch metastasierende Melanomzellen (BLM). - 
Jeder Wert entstand aus einer Probe mit 0,8x106 Zellen. Insgesamt 
wurden die Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen erhalten. 
Daraus wurden die jeweiligen Mittelwerte (MW) und Standard-
abweichungen (STABW) berechnet.
 
Der Mittelwert für Proben der 5g Exposition beträgt 20,84% (± 4,94%), derer der 1g 
Kontrollen 21,12% (± 7,06%). Damit kann eine veränderte MRP4 Proteinexpression unter 
Einfluss von Hypergravitation ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis wurde zusätzlich 
statistisch ausgewertet (Abb. 3-25).  
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Abb. 3-26   MRP4 Proteinexpression im Vergleich von 5g zu 1g Proben in 
stark metastasierenden Melanomzellen (BLM). – (A) Die 
repräsentativen Histogramme zeigen den Prozentsatz MRP4 
exprimierender Zellen von 104 gemessenen Fluoreszenz-
ereignissen in 1g und 5g kultivierten Proben. Die 
Negativkontrolle (grau) dient dabei der Bestimmung der 
unspezifischen Fluoreszenz, und wurde ausschließlich mit dem 
zweiten, FITC markierten Antikörper inkubiert. Der violette 
Verlauf zeigt die Probenmessung. (B) Im Balkendiagramm 
wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen von 1g und 
5g Proben aus Tab. 3-14 aufgetragen. 0,99 ± 0,23 stellt den 
Quotienten der Mittelwerte (5g/1g) dar. 
 
Die Histogramme (Abb. 3-25, A) stellen repräsentative FACS Messkurven der MRP4 
Expression für die jeweiligen Kulturbedingungen dar und zeigen deren unregelmäßige 
Verläufe, die für den MRP4 Antikörper angewandt auf BLM-Proben weniger optimale 
Versuchsbedingungen reflektieren. Um die Vergleichbarkeit zu den 1F6-Daten zu 
gewährleisten, wurde das Versuchsprotokoll dennoch beibehalten. Der Quotient aus den 
Mittelwerten der Tab. 3-14 (0,99 ± 0,23) verdeutlicht eine schwerkraftunabhängige MRP4 
Proteinexpression in BLM-Zellen. Dieses Ergebnis bestätigt auf Proteinebene, was zuvor 
sowohl semiquantitativ als auch quantitativ für die mRNA Expression gefunden werden 
konnte: Stark metastasierende Melanomzellen (BLM) sind im Gegensatz zu 1F6-Zellen 
gegenüber einer Hypergravitationsbeeinflussung in Bezug auf die MRP4 Expression 
unempfindlich.  
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3.2.3.2 MRP5 Expression 
3.2.3.2.1 Nicht metastasierende Melanomzellen  
1F6, als nicht metastasierende Melanomzelllinie, lässt nach 24-stündiger Kultivierung in der 
Zentrifuge unter 5g Beschleunigung eine erhöhte mRNA Expression von MRP5 beobachten, 
welche sowohl mit gelelektrophoretischer als auch relativer Quantifizierung gezeigt werden 
konnte. Eine Zusammenstellung der prozentualen MRP5 Proteinexpressionen aller 
ausgewerteten Proben der durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigt die folgende    
Tab. 3-15.  
 
Tab. 3-15   Darstellung der prozentualen MRP5 Proteinexpression gegenüber 104 
gemessenen Fluoreszenzsignalen in Hypergravitation (5g) im Vergleich 
zu 1g Kontrollen für nicht metastasierende Melanomzellen (1F6). - 
Jeder Wert entstand aus einer Probe mit 0,8x106 Zellen. Insgesamt 
wurden die Ergebnisse aus sieben unabhängigen Versuchen erhalten. 
Daraus wurden die jeweiligen Mittelwerte (MW) und Standard-
abweichungen (STABW) berechnet. 
 
Im Mittel weisen die Proben der nicht metastasierenden Melanomzelllinie in 1g eine MRP5 
exprimierende Zellzahl von etwa 38% (± 6 %), in 5g von ca. 46% (± 6 %) auf. Aus diesen 
Rohdaten lässt sich eine hypergravitationsbeeinflusste Erhöhung der Expression ableiten. 
Repräsentative Ergebnisse und die Auftragung der Mittelwerte aus den gesamten MRP5 
Messungen wurden in Abb. 3-26 dargestellt. 
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 Abb. 3-27  Der Vergleich der MRP5 Proteinexpression bei 5g und 1g 
Kultivierung bei 1F6-Melanomzellen. – (A) Die 
repräsentativen Histogramme zeigen den Prozentsatz MRP5 
exprimierender Zellen von 104 gemessenen Fluoreszenz-
ereignissen in 1g und 5g kultivierten Proben. Die 
Negativkontrolle (grau) dient dabei der Bestimmung der 
unspezifischen Fluoreszenz, und wurde ausschließlich mit 
dem zweiten, FITC markierten Antikörper inkubiert. Der 
violette Verlauf zeigt die Probenmessung. (B) Im 
Balkendiagramm wurden die Mittelwerte und Standard-
abweichungen von 1g und 5g Proben der Tab. 3-15 
aufgetragen. 1,22 ± 0,16 stellt den Quotienten der Mittelwerte 
(5g/1g) dar, und gibt somit die hyper-gravitationsbedingte 
Veränderung der Proteinexpression an (***p ≤ 0,0001). 
 
Für alle erhaltenen Histogramme dieser Messreihe (Abb. 3-26 A) konnte ein spezifisches 
geometrisches Maximum bestimmt werden, das eine symmetrische Verteilung der 
Fluoreszenzdaten impliziert. Die Bindungsspezifität des Antikörpers wurde demnach in den 
Optimierungsversuchen maximiert. Im Balkendiagramm (Abb. 3-26 B) erfolgte die 
Auftragung der Mittelwerte aus allen in 1g und 5g kultivierten Proben. In nicht 
metastasierenden 1F6-Melanomzellen wird damit eine um das 1,22-fache (± 0,16) gesteigerte 
MRP5 Proteinexpression in Hypergravitation nachweisbar. Die Differenz der Proben-
ergebnisse aus unterschiedlichen Gravitationsexpositionen wurde mit p ≤ 0,0001 als 
statistisch signifikant berechnet. Die in vorhergehenden Kapiteln ermittelten Ergebnisse einer 
vermehrten mRNA Expression in Hypergravitation konnten mit den Resultaten der 
Proteinexpression bestätigt und erweitert werden. 
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3.2.3.2.2 Stark metastasierende Melanomzellen 
Die Expression des cGMP Transporters MRP5 zeigt sich in stark metastasierenden BLM-
Zellen gegenüber Erhöhung des Schwerkrafteinflusses unverändert. Dieses Ergebnis konnte 
mittels PCR auf mRNA Ebene festgestellt und im Folgenden auf die Proteinebene 
ausgeweitet werden. In der Tab. 3-16 wurden zunächst alle prozentual ermitteln Werte der 
MRP5 Expression aus Duplikat- bis Triplikatbestimmung / Versuch gelistet. 
  
 
 Tab. 3-16  Darstellung der prozentualen MRP5 Proteinexpression gegenüber 104 
gemessenen Fluoreszenzsignalen in Hypergravitation (5g) im 
Vergleich zu 1g Kontrollen für hoch metastasierende Melanomzellen 
(BLM). - Jeder Wert entstand aus einer Probe mit 0,8x106 Zellen. 
Insgesamt wurden die Ergebnisse aus vier unabhängigen Versuchen 
erhalten. Daraus wurden die jeweiligen Mittelwerte (MW) und 
Standardabweichungen (STABW) berechnet. 
 
Die für unter 1g erhobenen Daten ergaben einen Mittelwert von 38,51% Proteinexpression. 
Im Vergleich dazu exprimierten unter 5g Bedingungen kultivierte Zellen das MRP5-Protein 
zu 41,51%. Die Probenmessungen unterlagen im Mittel Schwankungen von ca. 5-7%. Zur 
Überprüfung des Messverlaufs wurden mit der Auftragung von Fluoreszenzintensität 
gegenüber der relativen Zellzahl Histogramme erstellt, von denen repräsentative Messungen 
in der folgenden Abbildung dargestellt sind. 
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Abb. 3-28 MRP5 Proteinexpression in hoch metastasierenden 
Melanomzellen (BLM) unter veränderten Gravitations-
bedingungen. – (A) Die repräsentativen Histogramme 
zeigen den Prozentsatz MRP5 exprimierender Zellen von 
104 gemessenen Fluoreszenzereignissen in 1g und 5g 
kultivierten Proben. Die Negativkontrolle (grau) dient dabei 
der Bestimmung der unspezifischen Fluoreszenz, und wurde 
ausschließlich mit dem zweiten, FITC markierten Antikörper 
inkubiert. Der violette Verlauf zeigt die Probenmessung. (B) 
Im Balkendiagramm wurden die Mittelwerte und 
Standardabweichungen von 1g und 5g Proben der Tab. 3-16 
aufgetragen. 1,08 ± 0,19 stellt den Quotienten der 
Mittelwerte (5g/1g) dar.  
 
Die Darstellung der Histogramme vermittelt einen Eindruck über die Antikörperbindungs-
qualität und die Präzision der Quantifizierung. Auch für BLM-Proben konnte für die MRP5 
Messung stabile geometrische Maxima erhalten werden. Der Quotient, der das Verhältnis des 
Mittelwertes der 5g zu denen der 1g Proben repräsentiert, liegt in diesen Messungen bei 1,08 
(± 0,19), welcher auf eine nicht signifikante Expressionsveränderung schließen lässt, die sich 
statistisch bestätigte. Die stark metastasierenden Melanomzellen (BLM), sind demnach 
bezüglich ihrer MRP5 Proteinexpression gegenüber Hypergravitation als unempfindlich zu 
beurteilen. 
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3.2.3.3 MRP8 Expression 
3.2.3.3.1 Nicht metastasierende Melanomzellen 
In der vorliegenden Arbeit wurde das MRP8-Protein auf mRNA Ebene mit einer geringen 
Expressionsintensität in allen untersuchten Zelllinien nachgewiesen. In nicht metastasierenden 
Melanomzellen (1F6) zeigte sich die MRP8 Expression gegenüber Hypergravitation demnach 
als unempfindlich. Inwiefern dieses Ergebnis auf Proteinebene verifiziert werden konnte, 
zeigen die Daten der Tab. 3-17 und der Abb. 3-28. 
 
   
Tab. 3-17 Darstellung der prozentualen MRP8 Proteinexpression gegenüber 104 
gemessenen Fluoreszenzsignalen in Hypergravitation (5g) im Vergleich 
zu 1g Kontrollen für nicht metastasierende Melanomzellen (1F6). - 
Jeder Wert entstand aus einer Probe mit 0,8x106 Zellen. Insgesamt 
wurden die Ergebnisse aus zwei unabhängigen Versuchen erhalten. 
Daraus wurden die jeweiligen Mittelwerte (MW) und Standard-
abweichungen (STABW) berechnet. 
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  Abb. 3-29  MRP8 Proteinexpression in nicht metastasierenden Melanom-
zellen (1F6) unter 5g und 1g Bedingungen. – (A) Die 
repräsentativen Histogramme zeigen den Prozentsatz MRP8 
exprimierender Zellen von 104 gemessenen Fluoreszen-
zereignissen in 1g und 5g kultivierten Proben. Die 
Negativkontrolle (grau) dient dabei der Bestimmung der 
unspezifischen Fluoreszenz, und wurde ausschließlich mit dem 
zweiten, FITC markierten Antikörper inkubiert. Der violette 
Verlauf zeigt die Probenmessung. (B) Im Balkendiagramm 
wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen von 1g und 
5g Proben der Tab. 3-17 aufgetragen. 1,08 ± 0,13 stellt den 
Quotienten der Mittelwerte (5g/1g) dar.  
 
Die Histogramme (Abb. 3-28 A) zeigen einen repräsentativen Prozentsatz MRP8 markierter 
Zellen von 104 gemessenen Ereignissen in 1g und 5g kultivierten Proben. Mit den 
Mittelwerten von 51% und 55% weisen die Ergebnisse keinen signifikanten Unterschied in 
ihrer Expression von MRP8 auf. Die im Balkendiagramm (Abb. 3-28 B) farblich 
hervorgehobene Zahl demonstriert die Expressionsveränderung von 5g zu 1g. Das Verhältnis 
von 1,08 ± 0,13 veranschaulicht die identische Expressionsintensität in beiden Kultivierungs-
bedingungen und steht damit für eine MRP8 Proteinexpression unabhängig des Schwerkraft-
einflusses. Dass 1F6-Zellen in 5g bezüglich der MRP8 Expression unempfindlich reagieren, 
zeigten schon die Ergebnisse der mRNA Untersuchung, basierend auf einer grundsätzlich sehr 
schwachen Expression des Gens. In der Publikation von Heimerl et al. (2007) wird die mRNA 
Expression von MRP8 in Melanomzellen generell als sehr gering charakterisiert. Im 
Gegensatz dazu vermitteln die durchflusszytometrischen Messungen den Eindruck einer zwar 
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hypergravitationsunbeeinflussten, aber zu MRP4 und 5 vergleichbaren Expression des MRP8 
Proteins. Dieser Effekt ist methodisch zu erklären. Aufgrund sehr schwacher Expression 
bestehen für den MRP8 Antikörper lediglich wenige Möglichkeiten, hoch affine Bindungen 
mit dem Proteinrezeptor einzugehen. Der im Vergleich zur Expression überschüssige 
Antikörper bildet damit die Grundlage für eine erhöhte Anzahl niedrig affiner Kreuz- 
und/oder Adsorptionsreaktionen. Diese unspezifischen Bindungen werden gleichermaßen mit 
dem zweiten fluoreszenzmarkierten Antikörper detektiert und ergeben, wie in Abb. 3-29 
dargestellt, unsymmetrische Histogrammverläufe. Zusammengefasst kann demnach keine 
präzise Quantifizierung der MRP8 Proteinexpression im Vergleich zu den anderen 
untersuchten Transportern vorgenommen werden. Die relative Auswertung ergibt dennoch 
keinen signifikanten Expressionsunterschied der Ergebnisse aus Hypergravitations-
exposition. 
3.2.3.3.2 Stark metastasierende Melanomzellen 
Die Zelllinie BLM, die zu den stark metastasierenden Melanomzelllinien gehört, erfährt, 
ebenfalls keine Erhöhung der MRP8 Expression unter 5g Bedingungen, da, gleich der 1F6-
Zellen, lediglich eine sehr geringe Expression des Gens nachzuweisen war. Auf Proteinlevel 
konnte dieses Ergebnis mittels der Durchflusszytometrie verifiziert werden. 
 
Tab. 3-18  Darstellung der prozentualen MRP8 Proteinexpression gegenüber 104 
gemessenen Fluoreszenzsignalen in Hypergravitation (5g) im Vergleich 
zu 1g Kontrollen für hoch metastasierende Melanomzellen (BLM). - 
Jeder Wert entstand aus einer Probe mit 0,8x106 Zellen. Insgesamt 
wurden die Ergebnisse aus zwei unabhängigen Versuchen erhalten. 
Daraus wurden die jeweiligen Mittelwerte (MW) und Standard-
abweichungen (STABW) berechnet. 
 
Tab. 3-18 vereint alle prozentualen MRP8 Proteinexpressionen der einzelnen Zellproben aus 
5g Exposition und deren 1g Kontrollen, die auf Messungen von sechs Proben / Versuch 
beruhen. Die Mittelwerte betragen von 37,63% (± 3,3%) unter 1g bis zu 41,03% (± 5,61%) in 
5g Proben. Stellen die folgenden Histogramme repräsentative Messkurven für MRP8 dar, 
wird im Balkendiagramm der Expressionsunterschied der beiden Kultivierungsbedingungen 
hervorgehoben (Abb. 3-29).   
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Abb. 3-30  MRP8 Proteinexpression in hoch metastasierenden Melanom-
zellen (BLM) 5g vergleichend zu 1g Bedingungen. – (A) Die 
repräsentativen Histogramme zeigen den Prozentsatz MRP8 
exprimierender Zellen von 104 gemessenen Fluoreszenz-
ereignissen in 1g und 5g kultivierten Proben. Die 
Negativkontrolle (grau) dient dabei der Bestimmung der 
unspezifischen Fluoreszenz, und wurde ausschließlich mit dem 
zweiten, FITC markierten Antikörper inkubiert. Der violette 
Verlauf zeigt die Probenmessung. (B) Im Balkendiagramm 
wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen von 1g und 
5g Proben der Tab. 3-18 aufgenommen. 1,09 ± 0,15 stellt den 
Quotienten der Mittelwerte (5g/1g) dar. 
 
Mit etwa 38% markierten Zellen in den 1g Kontrollen und 41% hinsichtlich der 5g Proben 
wurde ein Expressionsunterschied von 1,09 ± 0,15 berechnet, welcher statistisch als nicht 
signifikant getestet wurde. Die hoch metastasierende Melanomzelllinie BLM weist demnach, 
wie auch schon bei MRP4 und MRP5 ermittelt, in ihrer MRP8 Proteinexpression keine 
Beeinflussung durch Hypergravitationsexposition auf. Analog zu den Messungen der 1F6-
Proben, wird hierbei die Diskrepanz der Ergebnisse aus mRNA mit geringer Expression des 
Gens und den durchflusszytometrischen Untersuchungen deutlich, die eine zu MRP4 und 5 
vergleichbar starke Expression des Proteins suggerieren. Aufgrund überschüssigen 
Antikörpers in Bezug zu einer sehr schwachen Proteinexpression kommt es zu niedrig affinen 
Bindungen an unspezifische Rezeptoren. Daraus resultiert gegenüber dem realen zellulären 
Proteinstatus eine vermehrte Messung von Fluoreszenzsignalen, deren Unspezifität anhand 
des unsteten Histogrammverlaufs repräsentiert wird. Dennoch kann die relative Aussage einer 
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unbeeinflussten MRP8 Proteinexpression unter vermehrten Beschleunigungsverhältnissen 
getroffen werden, welche in den mRNA Ergebnissen Bestätigung findet.  
3.2.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Die spezifischen Antikörper von MRP4, 5 und 8 weisen unterschiedliche Reaktivitäten auf. 
Die Standardisierung des experimentellen Ablaufs gewährleistet eine maximierte 
Übereinkunft der jeweils optimalen Bindungsvoraussetzungen der drei Antikörper zur 
Reproduzierbarkeit der Daten und Minimierung von Einflussparametern. Zudem sind 1F6- 
und BLM-Zellen morphologisch heterogen. Dies kann zusätzlich zu unterschiedlichen 
Wahrscheinlichkeiten der spezifischen Bindungen führen. Aufgrund der differenten 
Voraussetzungen für die einzelnen Untersuchungen wurde die zusammenfassende 
Auswertung gleich der mRNA Resultate im Hinblick auf die prozentuale MRP 
Expressionsveränderung unter 5g Bedingungen im Verhältnis zu 1g Kontrollen durchgeführt. 
Die in Abb. 4-2 dargestellten Verhältnisse der MRP Expressionen in 5g und 1g Proben in 
1F6-Zellen demonstrieren eine Steigerung der Intensitäten unter 5g Bedingungen um jeweils 
35% für MRP4 und 22% bei MRP5, wohingegen MRP8 eine nicht signifikante 
Expressionsveränderung von <10% erfährt. Die Ergebnisse für MRP4 und 5 wurden als 
signifikant mit einem p ≤ 0,0001 getestet. Hypergravitationsbeeinflusste Expressionen finden 
sich in den stark metastasierenden Melanomzellen (BLM) nicht. Für MRP4 konnte eine 
nahezu gleich bleibende Expression in beiden Kultivierungsbedingungen gemessen werden, 
wohingegen sich bezüglich MRP5 und MRP8 eine nicht signifikante Zunahme der Expression 
in 5g <10% zeigte. 
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Abb. 3-31 In Hypergravitation kultivierte nicht metastasierende Melanomzellen (1F6) zeigen zu 1g Kontrollen 
eine erhöhte MRP4 und MRP5 Proteinexpression, wohingegen in den stark metastasierenden 
Melanomzellen (BLM) keine signifikanten Expressionsunterschiede gemessen werden konnten. – 
An der Ordinate, ist für den jeweiligen Transporter die hypergravitationsinduzierte Veränderung der 
Proteinexpression (%) abzulesen. Die gemessenen Expressionsunterschiede in 1F6 wurden für MRP4 
und 5 als signifikant getestet (***p≤0,0001). 
 
Somit korrelieren die Ergebnisse der Proteinanalyse mit denen der mRNA Messungen für 
beide Melanomphänotypen. Nicht metastasierende Melanomzellen weisen in 
Hypergravitation eine erhöhte MRP4 und 5 Expression auf, wohingegen BLM-Zellen 
diesbezüglich unempfindlich bleiben. 
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3.3 Expressionsmusteranalyse anderer ABC-Transporter unter 1g und 5g 
Bedingungen 
Melanomzellen sind bekannt für die Resistenz gegenüber einer Vielzahl von zytostatischen 
Therapeutika, unter anderem bedingt durch eine vermehrte oder aberrante Expression 
verschiedener ABC-Transporter. Sind Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungs-
grads in Bezug auf die Expression der oben diskutierten MR-Proteine durch vermehrte 
Beschleunigung different zu beeinflussen, ist auch ein generell hypergravitationsverändertes 
ABC-Transporter Expressionsprofil vorstellbar. Abb. 3-30 zeigt die Ergebnisse eines 
semiquantitativen RT-PCR Assays über die Auswirkung einer 24h Hypergravitations-
exposition auf die mRNA Expression ausgewählter Vertreter der ABC-Transporterfamilie in 
nicht (1F6) und stark (BLM) metastasierenden Melanomzellen. Die Auswahl der ABC-
Transporter wurde in Kapitel 1.2.3.1 der Einleitung erläutert.  
 
 
Abb. 3-32 Expressionsverhalten verschiedener ABC-Transporter in Melanomzelllinien unterschiedlichen 
Metastasierungsgrads unter Einfluss von Hypergravitation. – Die Amplifikate nach 30 PCR Zyklen 
wurden mittels 2% Agarose-Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfärbung sichtbar gemacht. Als 
Ausgangsmaterial wurde jeweils 1 µg RNA aus einer Probe von 3x 0,8x106 Zellen eingesetzt. 
GAPDH, als konstitutiv exprimiertes Gen, dient der positiven Referenz. Der Marker demonstriert 
DNA Produkte mit einer Größendifferenz von 100 bp. Die einzelnen Genprodukte wurden in 
folgender Größe amplifiziert: ABC1 (131 bp), MDR1 (188 bp), MDR3 (159 bp), MRP1 (155 bp), 
MRP2 (181 bp), MRP3 (219 bp), MRP4 (204 bp), MRP5 (122 bp), MRP6 (186 bp), ABCD2 (158 
bp), BCRP (162 bp), GAPDH (168 bp). 
 
1F6-Zellen zeigen semiquantitativ abschätzbare Unterschiede zwischen 1g und 5g Proben in 
der Expression von MDR1, Gen des P-Glykoproteins. MDR1 scheint in 5g einer vermehrten 
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mRNA Expression zu unterliegen. In BLM-Zellen lassen sich semiquantitativ generell keine 
hypergravitationsbeeinflussten Expressionen feststellen. Auffällig ist die Expression von 
MRP3 im nicht metastasierenden Phänotyp, wohingegen sich diese in 1F6-Zellen hierbei 
nicht nachweisen lässt. Unterschiede die Expressionslevel betreffend, müssten in 
Folgestudien anhand quantitativer Analysen detaillierter heraus gearbeitet werden. Für MRP4 
und 5 konnten in 1F6-Zellen die aufgrund der Resultate vorhergehender Kapitel erwarteten 
Expressionsunterschiede zwischen 5g und 1g Proben nicht gezeigt werden. Die Methode ist 
offenbar für diese Messung nicht ausreichend sensitiv. Vielmehr sollte aber diese 
Untersuchung Anhaltspunkte darüber liefern, inwieweit sich das Expressionsprofil der ABC-
Transporter in hypergravitationsexponierten Melanomzellen ändern könnte. Durch vermehrte 
Beschleunigung konnte in beiden untersuchten Zelllinien nach semiquantitativer Abschätzung 
keine deutliche Induktion eines unter 1g nicht exprimierten Gens (MDR3), bzw. keine 
sichtbare Suppression eines Gens hervorgerufen werden.  
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4 Diskussion 
Eine Vielzahl zellulärer Systeme ist in der Lage, mechanische Umgebungsreize auf 
biochemische Ebene zu transferieren. Insbesondere epidermale Melanozyten zeichnen sich 
durch diese Fähigkeit aus, da diese ubiquitär mechanischen Stimuli ausgesetzt sind. Die 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eindeutig, dass nicht metastasierende 
Melanomzellen auf eine Langzeitexposition zentrifugaler Beschleunigung von 5g mit einer 
vermehrten Expression der ABC-Transporter MRP4 und 5 reagieren. Stark metastasierende 
Melanomzelllinien hingegen zeigen keine verstärkte Expression der selektiven cGMP 
Transporter. Des Weiteren konnte anhand der semiquantitativen Expressionsuntersuchung 
weiterer ABC-Transporter gezeigt werden, dass ein generelles mRNA Expressionsprofil der 
Transporterfamilie durch Hypergravitation nicht beeinflusst wird. Somit handelt es sich bei 
der Expressionssteigerung von MRP4 und 5 vermutlich um keine familieninhärente 
Eigenschaft, sondern beruht vielmehr auf veränderten Signalverarbeitungsprozessen der 
getesteten Zellen.  
4.1 Hypergravitation stimuliert die Expression von MRP 4 und 5 in nicht 
metastasierenden Melanomzellen 
Im Kapitel 3.2.1 wurde für die spezifischen cGMP Transporter MRP4 und 5 in der 1F6-
Melanomzelllinie auf mRNA Ebene eine erhöhte Expression in Hypergravitation 
demonstriert, wohingegen in der stark metastasierenden BLM-Zelllinie keine 
hypergravitationsbasierte Expression der Transporter festzustellen war. MRP8 weist in beiden 
Zelllinien eine stark verminderte Expressionsintensität vergleichend zu MRP4 und 5 auf, 
wodurch eine Hypergravitationsbeeinflussung auszuschließen ist. 
Über die Auswirkungen von 5g in mittelmäßig stark metastasierenden Melanomzellen (Mel57 
und M14) kann anhand der RT-PCR Resultate keine einheitliche Aussage getroffen werden, 
da beide verwendeten Zelllinien unterschiedliche MRP4 und 5 Expressionen in 5g aufweisen. 
Nach den quantitativen Resultaten zu urteilen, kann zumindest tendenziell einer Schwerkraft-
beeinflussung von MRP4 angenommen werden. MRP5 hingegen scheint in seiner Expression 
unbeeinflusst. Die Ergebnisse bezüglich MRP8 deuten erneut auf die untergeordnete Relevanz 
des Transporters für den cGMP Export in Melanomzellen hin.  
Die Untersuchungen auf Proteinebene (Kapitel 3.2.2) für nicht und stark metastasierende 
Melanomzellen (1F6 und BLM) basieren auf einer fluoreszenzgetragenen Quantifizierung der 
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Transporter MRP4, MRP5 und MRP8. Diese Resultate korrelieren mit den Ergebnissen der 
mRNA Untersuchungen. MRP4 und 5 zeigen sich in 1F6-Zellen in Hypergravitation auch auf 
Proteinebene vermehrt exprimiert, wohingegen für BLM-Zellen deren schwerkraft-
unabhängige Expression nachgewiesen werden konnte.  
Die Ergebnisse stimmen eindeutig mit vorhergehenden Studien von Ivanova et al. (2004) 
überein, in denen ein erhöhter hypergravitationsbedingter cGMP Export lediglich in nicht 
metastasierenden Melanomzellen gefunden wurde. Die Hypothese einer gleichzeitig erhöhten 
Expression der spezifischen cGMP Transporter MRP4 und 5 konnte somit anhand der 
Resultate der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. Da Ivanova et al. (2004) morphologische, 
proliferative und adhäsive Veränderungen der Zellen unter diesen Versuchsbedingungen 
nachweislich ausschlossen, kann folglich ein Zusammenhang zwischen der hypergravitations-
stimulierten cGMP Extrusion und einer vermehrten Expression der spezifischen Transporter 
MRP4 und 5 festgestellt werden. Die unveränderte cGMP Extrusion von BLM-Zellen in 5g 
könnte mittels des funktional erhöhten cGMP Efflux unter 1g (Ivanova et al. 2004), der die 
erhöhte Transporterexpression als Adaptationsmechanismus in Hypergravitation kompensiert, 
erklärt werden. Eine veränderte Expression der spezifischen cGMP Transporter scheint 
demnach mit der Metastasierungskapazität der Zellen korreliert zu sein.  
Generell sind die mRNA Level von MRP4/5 in nicht metastasierende (1F6) im Vergleich zu 
den stark metastasierenden (BLM) Zellen schwerkraftunabhängig erhöht. Damit zeigt sich auf 
Genexpressionsebene eine vermehrte Transkription der beiden Transporter in 1F6- 
Melanomzellen. Auf Proteinebene hingegen wurden MRP4 und 5 in beiden Zelllinien 
gleichermaßen exprimiert. Somit liegt in 1F6-Zellen wahrscheinlich eine 
schwerkraftunabhängig verminderte Translationsrate vor. Die Ergebnisse der 1g mRNA 
Expressionslevel für die Transporter MRP4, 5 und 8 können durch die Studie von Heimerl et 
al. (2007) verifiziert werden. Durchschnittlich wurden MRP4 und 5 in allen untersuchten 
Melanomzellen unterschiedlicher Metastasierungskapazität mittelmäßig bis stark exprimiert. 
Weiterhin zeigten diese Untersuchungen, dass MRP8 nur sehr gering exprimiert wurde. 
Heimerl et al. schlossen daher auf dessen geringe Bedeutung für Chemoresistenz-
mechanismen in Melanomzellen.  
MRP4 und 5 stehen im Rahmen intrinsischer Chemoresistenz vor allem in Zusammenhang 
mit den Präparaten Cisplatin, Doxorubizin, PMEA und jeweils unterschiedlichen Derivaten 
von Tamoxifen, wovon die beiden Erstgenannten vor allem auch in der Melanomtherapie 
Einsatz finden. Eine generell erhöhte MRP4 und 5 Expression in stark metastasierenden 
Melanomzellen könnte einen Anhaltspunkt auf die Beteiligung an den Chemoresistenz-
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mechanismen gegenüber Cisplatin und Doxorubicin liefern. Eine vermehrte MRP Expression 
gilt generell als karzinogener Mechanismus mit evolutivem Vorteil gegenüber physiologisch 
intakten Zellen (Deeley et al. 2006). Daher könnte eine veränderte Gravitationsumgebung als 
vermeintlicher Faktor angesehen werden, der in melanozytären Zellen Signalereignisse der 
MRP/cGMP-Signalkaskade verändert und hierdurch eine Erhöhung des Chemoresistenz-
potentials der Zellen bewirken könnte. Dass veränderte Schwerkraftverhältnisse auch einen 
Einfluss auf die Letalität von Melanomen besitzen, konnten Taga et al. (2006) anhand von 
Mausmodellen bestätigen.  
Ivanova et al. (2004) erzielten unter Zugabe von Trequinsin in 1F6-Zellen unter 5g eine 
anteilige Inhibierung des MRP4 und 5 vermittelten cGMP Exports und schlossen daher auf 
eine lediglich partielle Beteiligung der beiden Transporter. Es wäre demnach vorstellbar, dass 
weitere Transporter der ABC-Familie oder andere endogene Transporter, die ebenfalls in den 
cGMP Export involviert sind, in Hypergravitation stärker exprimiert werden.  
4.2 Einfluss von Hypergravitation auf die Expression von ABC-
Transportern in Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungs-
grads  
Anhand des Multigen-Assays (Kapitel 3.3) sollte zum einen untersucht werden, ob eine 
Applikation von 5g eine Veränderung des ABC-Transporterexpressionprofils in den 
Melanomzellen auslöst. Zum anderen war es Ziel, in Hypergravitation und unter 1g mögliche 
Expressionsunterschiede in Abhängigkeit vom Metastasierungspotential herauszustellen.  
Die unter der quantitativen und gelelktrophoretischen mRNA Expressionsbestimmungen der 
Transporter MRP4 und 5 erhaltenen Ergebnisse (Kapitel 3.2.1 und 3.2.2) konnten mittels des 
Multigen-Assays nicht reproduziert werden. Die vereinfachte Handhabung der PCR mittels 
Schmelztemperatur- und Zyklusabgleich für unterschiedliche Primer hat offenbar eine 
Verminderung der Assay-Sensitivität zur Folge. Somit konnten Expressionsunterschiede, die 
in einem Bereich von 20-30% liegen, anhand dieser Methode nicht unterschieden werden. 
Folglich kann davon ausgegangen werden, dass sichtbare Expressionsunterschiede zwischen 
1g und 5g Proben in jedem Fall größer als 30% einzustufen sind. 
In 1F6-Zellen liegt nach semiquantitativer Abschätzung eine stimulierte Expression von 
MDR1 in nicht metastasierenden Melanomzellen unter 5g vor, was bisher vor allem in sich 
selbst erneuernden Melanompopulationen und deren Stammzellen beobachtet wurde (Keshet 
et al. 2008). Daher könnte dessen erhöhte Expression in Hypergravitation dem Erhalt der 
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Zellvitalität zuträglich sein. Eine Verbindung des MDR1 mit dem Transport von cGMP 
wurde bisher in der Literatur nicht hergestellt. In stark metastasierenden Melanomzellen 
konnte keine mRNA Expression von MDR1 gezeigt werden, mit der Bedeutung, dass 
entweder die Expression in BLM-Zellen ausbleibt, oder aber der Expressionslevel so gering 
ist, dass dieser mit Hilfe des Multigen-Assays nicht detektierbar wird. Hierbei wäre zur 
Klärung die Untersuchung mittels qPCR vonnöten.  
Als Ergebnis des semiquantitativen Vergleichs der Expressionen zwischen 1g und 5g Proben 
kann insgesamt festgehalten werden, dass keine vermehrte Expression möglicher cGMP 
Transporter beobachtet werden konnte. Dieses Resultat lässt die Vermutung zu, dass für den 
in nicht metastasierenden Melanomzellen erhöhten cGMP Export in Hypergravitation die hier 
untersuchten Transporter von vernachlässigbarer Bedeutung sind.  
Die 1g Expressionslevel der unterschiedlichen Zelllinien miteinander vergleichend, zeigt sich 
nach semiquantitativer Auswertung eine scheinbar erhöhte Expression des Transporters 
ABC1 in BLM-Zellen, welcher mit verändertem Proliferationsverhalten bzw. Invasions-
potential und Metastasenbildung in Adenokarzinomen assoziiert wird (Deeley et al. 2006). 
Die ABC1 Expression könnte demnach in Zusammenhang mit der Malignität von stark 
metastasierenden Melanomzellen stehen. MRP3 scheint in BLM-Zellen ebenfalls vermehrt 
exprimiert zu sein. Obwohl die patho-/physiologische Relevanz von MRP3 in Melanomzellen 
nach dem heutigen Kenntnisstand noch nicht gezeigt werden konnte, besteht jedoch offenbar 
ein Zusammenhang mit der Chemoresistenz gegenüber Vincristin insbesondere im 
metastasierendem Stadium des Tumors (König et al. 2005). Dass sich die mRNA Expression 
von MRP3 mit erhöhter Tumorprogression verändert, konnte v.a. in Pankreaskarzinomen 
gezeigt werden (König et al. 2005). Weiterhin konnte in dieser Studie bezüglich der 1g 
Expressionslevel der Zelllinien unterschiedlichen Metastasierungsgrads keine Unterschiede 
gefunden werden, was durch die Ergebnisse von Heimerl et al. (2007) Bestätigung findet. Die 
Autoren vermuten daher, dass die Alterationen von ABC-Transporter Expressionen vermehrt 
in den ersten Stadien der Transformation, und weniger in der Tumorprogression zu finden 
sind. 
Für MDR3 wurden sowohl in 1F6- als auch BLM-Zellen keine mRNA Expression erzielt, so 
dass auf eine untergeordnete Bedeutung des Transporters in Melanomzellen geschlossen 
werden kann. Heimerl et al. (2007) konnten die Expression von MDR3 lediglich in zwei von 
insgesamt fünf untersuchten stark metastasierenden Melanomzellen nachweisen. Für nicht 
metastasierende Zelllinien wurde zwar ein durchschnittliches aber gegenüber NHMs 
vermindertes Expressionsniveau von MDR3 festgestellt, so dass dessen Suppression mit 
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einem Verlust spezifischer melanozytärer Funktionen in Verbindung gebracht wurde (Heimerl 
et al. 2007).  
Der Nachweis der mRNA Expression bedeutet nicht unmittelbar die funktionale Expression 
des Transporterproteins, erlaubt aber jedoch eine Voreinschätzung der heterogenen 
Expression der ABC-Transporter in Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungsgrads. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Hypergravitation keine grundsätzliche 
Veränderung der ABC-Transportergenexpression zur Folge hat. Expressionsvarianzen, die auf 
Beeinflussung von Hypergravitation basieren, konnten in 1F6-Zellen bezüglich des MDR1-
Transporters festgestellt werden, wohingegen erst eine Proteinexpressionsanalyse Aufschluss 
über dessen funktionale Expression darstellt. Ein Zusammenhang zwischen der MDR1 
Expression und dem cGMP Transport wurde bis derzeit noch nicht hergestellt. Dies bedeutet 
für den aktiven cGMP Transport in Hypergravitation, dass noch andere Transporter daran 
beteiligt sein müssen, die außerhalb des Rahmens dieser Untersuchungen liegen. Vermutlich 
handelt es sich dabei um membranäre endogene Transporter, die nicht der Familie der ABC-
Transporter zugehörig sind.   
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5  Zusammenfassung und Ausblick 
Inwieweit die mechanosensitive Umsetzung von Umgebungsreizen Basis neoplastischer 
Veränderungen sein könnte, wurde bisher erst vereinzelnd diskutiert. Für den Einfluss von 
Hypergravitation konnte in Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungsgrads ein 
differenter cGMP Transport auf Basis vermehrter Expression membranärer Transporter 
festgestellt werden.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der selektiven cGMP Transporter 
MRP4 und 5 in Hypergravitation untersucht und die Studie auf das sequenzhomologe Protein 
MRP8 erweitert. Die erhaltenen Resultate konkretisieren die vorhergehenden Studien von 
Ivanova et al., indem ein hypergravitationsprovozierter Anpassungsmechanismus über die 
vermehrte Expression der Transporter MRP4 und 5 in nicht metastasierenden Melanomzellen 
gezeigt werden konnte. Diese adaptive Reaktion blieb im stark metastasierenden Phänotyp 
aus. Melanomzellen unterschiedlichen Metastasierungsgrads differieren demnach in der 
Signaltransduktion des sekundären Botenstoffs cGMP, aufgrund dessen die veränderten 
MRP4 und 5 Expressionen als möglicher Indikator für das Metastasierungspotential von 
Melanomzellen angesehen werden könnten. Weiterhin konnte der Transporter MRP8 
aufgrund stark verminderter Expression in nicht, mittelmäßig und stark metastasierenden 
Zelllinien als unbedeutender cGMP Transporter in Melanomzellen charakterisiert werden.  
Zudem liefern die Ergebnisse des Multigen-Assays mit der Untersuchung weiterer ABC-
Transporter, wie ABC1, MDR1/3, MRP1-6/8, ABCD2 und BCRP, Hinweise auf eine 
hypergravitationsstimulierte Expression von MDR1 in nicht metastasierenden 1F6-Zellen im 
Gegensatz zum stark metastasierenden Phänotyp. Darüber hinaus lassen sich im Vergleich zu 
den 1F6-Proben verstärkte mRNA Expressionen der Transporter ABC1 und MRP3 in BLM-
Zellen finden. Die unterschiedliche Expression der ABC-Transporter bzw. dessen differente 
Einflussnahme von Hypergravitation vermag zur Aufklärung von Regulationsmechanismen 
beizutragen, die im Zusammenhang mit dem Metastasierungspotential der Zellen stehen 
könnten. Ein generell schwerkraftunbeeinflusstes Expressionsprofil der ABC-Transporter 
verstärkt die Vermutung, dass die Expression der MRP4 und 5 auf veränderten 
Signalverarbeitungsprozessen basiert und nicht etwa auf eine familienspezifische Reaktion 
auf Hypergravitation zurückzuführen ist.  
Zusammengefasst liefern die Ergebnisse Hinweise dafür, dass veränderte ABC-Transporter-
expressionen, speziell von MRP4 und 5, eine bedeutende Rolle in der hypergravitations-
abhängigen Antwort nicht metastasierender Melanomzellen an mechanische 
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Stressbedingungen einnehmen könnten. Die Resultate bieten somit eine Grundlage, 
Experimente mit melanozytären Zellen mittels simulierter Mikrogravitation fortzusetzen, und 
zu verifizieren. ABC-Transporter vermögen mit ihrer Affinität zum vermehrten 
Substratexport, die Pharmakodynamik medizinischer Präparate zu verändern, und somit deren 
Effektivität zu limitieren. Im Hinblick auf deren aberrante Expression in veränderten 
Gravitationsverhältnissen, kann deshalb eine Fortsetzung der Studien auch einen Beitrag zum 
besseren Verständnis von Wirkmechanismen und der medikamentösen Intervention für 
Astronauten auf langen Weltraumaufenthalten leisten. 
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